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Temelj magistrske naloge je bila priprava ekspresijske kasete, molekulsko kloniranje, 
izražanje ter izolacija in čiščenje humanega proteina indolamin 2,3-dioksigenaze 1 (IDO1). 
Rekombinanten encim bo omogočil razvoj in vrednotenje novih zaviralcev encima IDO1, 
potencialno uporabnih za zdravljenje nekaterih rakavih bolezni.  
IDO1 je normalno prisoten encim v človeških celicah. Njegova naloga je indukcija primarne 
poti katabolizma triptofana. Pri tem nastanejo presnovki, med katerimi so nekateri tudi 
toksični. Skozi pot metabolizma triptofana in nastanek kinurenina, ki je ligand za arilni 
ogljikovodikov receptorjev (AhR) pride do prikritja tumorja imunskemu sistemu. Tako je 
omogočena njegova rast in razvoj.  
Rekombinantni humani IDO1 (rhIDO1) smo izražali v celicah Escherichia coli NiCo21. V 
vektor pET-28 smo vstavili gen za IDO1, ki smo mu na 5'-konec pripeli nukleotidno 
zaporedje, kodirajoče heksahistidinski rep in peptidno zaporedje, ki ga selektivno cepi 
trombin. Plazmid smo s toplotnim šokom vstavili v ekspresijski bakterijski sev. Celice smo 
namnožili in z dodatkom induktorja IPTG inducirali izražanje rhIDO1. Skozi poizkuse smo 
iskali najustreznejše pogoje (temperatura, čas indukcije, koncentracija glukoze, vrsta 
gojišča…) s ciljem optimizacije izražanja z vidika kakovosti in količine produkta. Za čiščenje 
smo uporabili večstopenjski kromatografski proces (kovinsko-kelatno afinitetno 
kromatografijo, gelsko filtracijo in kationsko izmenjevalno kromatografijo). Čistoto produkta 
smo med izolacijo spremljali s polialkrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata. Koncentracijo produkta smo ocenili spektrofotometrično in z metodo po 
Bradfordu. Na koncu smo aktivnost proteina preverili z biokemijskim testiranjem. 
Uspešno smo izrazili in izolirali rhIDO1. Čeprav je produkt vseboval določen delež nečistot 
in je izkazoval nižjo aktivnost v primerjavi s komercialnim standardom, ga kljub temu lahko 
uporabljamo za vrednotenje potencialnih zaviralcev rhIDO1 v encimskih testih. 
 







The basis of my master’s degree was to prepare an expression cassette, molecular cloning and 
isolation, and purification of human indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1). The recombinant 
enzyme will enable the evolution and development of new inhibitors of IDO1, which might 
potentially be used in cancer treatment. 
IDO1 is a normally presented enzyme in human cells. It catalyses the primary path in the 
catabolism of tryptophan. During the process, some toxic metabolites are synthetized. 
Through the metabolism of tryptophan and the formation of kynurenine, which is a ligand of 
aryl hydrocarbon receptors (AhR), tumors are hidden from our immune system. This 
facilitates their growth and development. 
Recombinant human IDO1 (rhIDO1) was expressed in Escherichia coli NiCo21 cells. The 
gene for IDO1 was inserted into vector pET_28. On 5'-side of gene, we inserted a nucleotide 
sequence for hexahystidine tail and a peptide sequence, which can be cleaved with thrombin. 
We inserted the plasmid into the expression system by the means of heat shock.  We 
multiplied cells which received the insert and added Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG), which induced the expression of rhIDO1. Our experiments focused on a search for 
the most appropriate conditions (temperature, time of induction, concentration of glucose, 
type of medium …) with the aim to optimize the expression and improve the quality and 
quantity of product. For purification we used a multistage chromatography process 
(immobilized metal affinity chromatography, size-exclusion chromatography and ion-
exchange chromatography). The purity of product was monitored with polyacrylamide gel 
electrophoresis. The concentration of product was measured with spectrophotometry and the 
Bradford method. At the end we tested activity of IDO1 with biochemical testing. 
The expression of rhIDO1 was successful. Although the product has some impurities and was 
less active than the commercial standard, we can still use it for evaluation of potential 
inhibitors of rhIDO1 in enzyme testing. 
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Bolezen rak predstavlja eno najbolj smrtonosnih boleznih razvitega sveta, načini 
zdravljenja pa pogosto še vedno niso dovolj učinkoviti, da bi prišlo do popolne ozdravitve 
posameznika. Rak ali maligna novotvorba je motnja, pri kateri pride do spremembe 
somatskih celic v maligne, ki se nenadzorovano delijo in vraščajo v zdrava tkiva. Maligna 
transformacija je posledica mutacij v genih, ki nadzorujejo celično delitev. Je dalj časa 
trajajoč proces na katerega vplivajo genetska predispozicija, način življenja in kemični ter 
fizikalni dejavniki okolja [1]. 
 
1.1. RAZVOJ IN RAZRAST RAKAVIH CELIC 
Rak je eden glavnih vzrokov smrti po vsem svetu. Pojavnost se je povišala s staranjem 
prebivalstva, prav tako pa tudi potreba po novih načinih zdravljenja te bolezni.  
Rast in razvoj rakavih celic in s tem napredovanje rakave bolezni je tesno povezano z 
našim imunskim sistemom. 
Rak je lahko metastazen ali nemetastazen. Metastaze se pojavijo v kasnejših fazah razvoja 
bolezni. Rakave celice tako pobegnejo iz primarnega tumorja ter potujejo in tvorijo 




Slika 1: Faze razvoja rakavega. obolenja [2]. 
 
Temeljno vprašanje v onkologiji je, kako se rakave celice izognejo prepoznavi in uničenju 
s strani imunskega sistema. Ko se tumor razvije iz neoplastičnih celic v klinično zaznaven 
tumor, je nanj imunski sistem že razvil toleranco. V zgodnjih fazah razvoja tumorja 
citotoksične imunske celice, kot so naravne celice ubijalke in T-celice CD8+ prepoznajo in 
odstranijo bolj imunogene rakave celice. V prvi fazi se širijo rakave celice, ki so manj 
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imunogene in zato nevidne imunskemu sistemu. Ko se neoplastično tkivo razvije v 
klinično zaznaven tumor, na razvoj tumorja vplivajo različne podskupine vnetnih celic.  
Med kancerogenezo protitumorski makrofagi, ki jih aktivirata lipopolisaharid (LPS) in 
interferonγ (INFγ), igrajo pomembno vlogo pri odpravljanju imunogenih rakavih celic. Ko 
tumor raste, tumorsko mikrookolje izzove sproščanje interlevkina-4 (IL-4) in interlevkina-
13 (IL-13), ki imata protivnetno delovanje z aktivacijo s tumorjem povezanih makrofagov 
(TAM). Njihov nastanek še ni povsem pojasnjen, vemo pa, da so tesno povezani s 
procesom angiogeneze, preoblikovanja zunajceličnega matriksa in prikritja rakavih celic 
imunskemu sistemu. V ta proces so vključeni tudi s tumorjem povezani nevtrofilci in 
nezrele dendritične celice. Posledica nastanka teh celic pa je hitro napredovanje tumorja in 
metastaziranje [2]. 
 
1.2. METABOLIZEM TRIPTOFANA IN RAZRAST RAKAVIH CELIC  
Triptofan (Trp) je ena od osmih esencialnih aminokislin. Vnos s hrano je pomemben, saj je 
triptofan gradnik beljakovin in predhodnik v sintezi kinurenina in serotonina, ki sta glavni 
poti katabolizma triptofana (slika 2) [3]. 
 
  
Slika 2: Kinureninska pot (KP) je primarna pot katabolizma Trp v jetrih. 
Manjši delež Trp se  pretvori v živčni prenašalec (nevrotransmiter) serotonin in nato v hormon melatonin. Večina Trp se 
pretvori po KP z dioksigenazami, ki katalizirajo začetne najpočasnejše reakcije. Nekaj metabolitov v tej poti je toksičnih, 
kot je na primer kvinolinska kislina [4] 
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Prvo reakcijo katabolizma Trp katalizirata encima triptofan 2,3-dioksigenaza (TDO) ali 
indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO). Hem vsebujoča encima vstavita molekularni kisik v 
obroč triptofana na položaj 2-3. Nekoč sta bila znana kot triptofan pirolaza [5]. 
Encim IDO poznamo v dveh oblikah, IDO1 in IDO2. Medtem ko sta IDO1 in TDO 
poznana kot glavna encima razgradnje Trp, pa je vloga IDO2 manj jasna, saj precej 
neučinkovito katalizira oksidacijo triptofana.  
IDO1 ima pomembno vlogo pri napredovanju raka (sliki 3 in 4). Spodbuja vnetje okrog 
tumorskih tkiv in povzroči imunsko toleranco z regulacijo naravnih celic ubijalk, celic T, 
regulatornih limfocitov T (Treg) in mieloidnih supresorskih celic (MDSC).  
 
IDO1 deluje imunomodulatorno s pospešeno razgradnjo Trp in nastankom njegovih 
metabolitov. Tako se zmanjša koncentracija Trp v mikrookolju tumorja. To poveča 
apoptozo celic T. Presnovki Trp, zlasti kinurenin, aktivirajo prepisovanje arilnih 
ogljikovodikovih receptorjev (AhR) [6].  
 
Ključni napredek, o katerem so poročali Platten in sodelavci, je bilo odkritje, da kinurenin 
deluje kot naravni ligand za receptor AhR, transkripcijski dejavnik, ki prispeva k 
protivnetnim in ksenobiotičnim odzivom [7]. AhR ima učinek na imunost, modulira 





Slika 3: Vloga deoksigenaz v imunomodulaciji raka  v različnih celicah(A,B,C). 
 
IDO1 je skoraj povsod v človeškem organizmu močno induciran s provnetnimi dejavniki, 
kot je INFγ, medtem ko je TDO konstituitivno izražen v jetrih, kjer regulira sistemske 
nivoje Trp [10]. 
TDO in IDO2 sta bolj ozko izražena kot IDO1 pri raku. TDO je izražen predvsem v 
malignih celicah, IDO2 pa v imunskih celicah. TDO je visoko izražen v tumorjih 
neodvisno ali vzporedno z IDO1 (slika 4). 
A)Povečana aktivacija poti triptofan – kinurenin – AhR je povezana z oslabitvijo protitumorske imunosti 
in posledično z rastjo tumorja. AhR je ligandni transkripcijski dejavnik, ki se izraža v številnih imunskih 
celicah in posreduje veliko imunomodulacijskih učinkov[8]. 
B)Kinurenin v Treg, naravnih celicah ubijalkah (NK) in dendritičnih celicah aktivira AhR. Aktivacija in 
translokacija AhR v dendritičnih celicah povzroči sintezo in sproščanje IL-10 ter zavira signalizacijo 
INFβ. 
 C)V celicah NK povzroči sintezo in sproščanje IL-10 in INFγ. Spodbuja tudi razvoj Treg. Treg in IL-10 
spodbujajo imunosupresijo znotraj tumorskega mikrookolja, medtem ko zaviranje INFβ z AhR uravnava 




Slika 4: Razrast rakavih celic s pomočjo IDO in TDO. Katabolizem Trp v tumorskih celicah povzroči lokalno nastajanje 
kinurenina in zmanjšanje koncentracije Trp v tumorskem mikrookolju, kar povzorči lokalno supresijo celic Teff in 
aktivacijo imunosupresivnih celic MDSC, kar omogoči nastanek tumorskih žil (angiogeneza). 
 
Oksigenaze so encimi, ki vsebujejo kovinski ion, ki katalizira vgradnjo molekule kisika v 




Slika 5: Prikazana je struktura encima IDO1.  
Zgrajen je iz dveh domen, velike in majhne. Velika je zgrajena iz 13 α-vijačnic in dveh 310 vijačnic. Štiri dolge vijačnice 
(G, I, Q in S) potekajo vzporedno z ravnino hema in se s hidrofobnimi interakcijami povezujejo z bližnjo vijačnico. Hem 
vsebujoči žepek tvorijo te štiri dolge vijačnice (G, I, Q in S) z vijačnicami K, L in N. Stranske verige slednjih vijačnic tudi 
tvorijo interakcije z molekulo hema. Prav tako povezujejo večjo in manjšo domeno med seboj. Majhna domena pokriva 
vrh žepka. Sestavljena je iz šestih α-vijačnic, dveh kratkih β-površin in treh 310-vijačnic. Med aminokislinskimi ostanki 




Mehanizem reakcije, ki jo katalizira IDO1 (slika 6), lahko primerjamo z ostalimi 
monooksigenazami. Značilno za njih je, da vsebujejo molekulo hema z železovim ionom 
Fe2+, ki je mesto aktivacije dioksigenaze [12]. 
 
Slika 6: Aktivni center IDO1 s hemom [12]. 
 
(I) Interakcija hema s histidinskima ostankoma (bodisi neposredno (spodaj) ali posredno 
(preko vodikovih vezi z molekulo vode (zgoraj)). (II) Interakcija Fe3+ s triptofanom prek 
hidroksilnega radikala. 
IDO1 je inducibilen encim, ki nastaja kot odgovor na ključni imunski regulatorni citokin 
INF-γ v različnih celicah, nastalih iz mieloičnih linij, vključno z dendritičnimi celicami in 
makrofagi, kot tudi endotelijskimi celicami, mezenhimskimi stromalnimi celicami in 
fibroblasti [13].  
Sposobnost IDO1, da vzpostavi vnetno okolje, ki spodbuja tumor, je njegovo vmesno 
delovanje med vnetnimi citokini INF-γ in IL-6. Pomen INF-γ v protitumorskih imunskih 
odzivih je dobro uveljavljen [14], medtem ko je IL-6 prepoznan kot pomemben pro-
tumorni citokin [15, 16]. Znano je tudi, da je INF-γ induktor IDO1 [15], medtem ko so 
novejši podatki pokazali, da je IDO1 vključen v indukcijo IL-6 [17, 18]. Te ugotovitve so 
odprle nov pogled na encim IDO1. 
 
1.3. IDO1 KOT TARČA PROTITUMORNIH UČINKOVIN  
Zaviralci IDO1 so potencialno koristni v kombinaciji s kemoterapevtiki za zdravljenje 
rakavih obolenj. Zaviranje IDO1 bi po kemoterapiji spodbudilo T-celice, da ustavijo 
imunotoleranco rakavih celic. S tem bi se učinkovitost kemoterapije povečala. 
Zaviranje encima IDO1 v kombinaciji s kemoterapevtiki je pokazala večji učinek pri 
aktiviranju imunskega sistema kot samo terapija s kemoterapevtiki. Prišlo je do izrazitejše 
aktivacije znotrajtumorskih T-celic CD8+. Ti podatki so spodbudili raziskovanje 
kombiniranih kliničnih terapij. V zadnjem času poteka intenzivno raziskovanje zaviralcev 
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IDO1. Primer dveh uspešnih zaviralcev IDO1 sta spojini indoksimod in epakadostat (slika 
7) [19]. 
         
   INDOKSIMOD      EPAKADOSTAT 
Slika 7: Sintezna zaviralca IDO1, ki ju že vrednotijo v kliničnih preizkušanjih zdravljenja rakavih obolenj[20]. 
 
Indoksimod je peroralni zaviralec IDO1. Je nizkomolekularna spojina, ki ima 
imunostimulatorne učinke preko T-celic CD8 +, regulacijskih T-celic in dendritičnih celic. 
Zmanjšuje učinke nizkih koncentracij triptofana s povečanjem proliferacije efektorskih T-
celic, Neposredno reprogramira regulacijske T-celice v T-celice pomagalke in zmanjšuje 
izražanje IDO1 v dendritičnih celicah [21]. 
Epakadostat kot zaviralec IDO1 obnovi raven triptofana in znatno oslabi tvorbo 
kinurenina. Poveča število aktivnih limfocitov, ki infiltrirajo v tumor, ter poveča razmerje 
med efektorskimi T-celicami in regulatornimi T-celicami v prid prvih. S tem se okrepi 
imunski sistem in tako epakadostat predstavlja velik potencial v imunoterapiji raka [22].  
 
1.4. EKSPRESIJSKI SISTEM  
Z besedo ekspresijski sistem označujemo prejemne celice (bakterija, kvasovka, sesalska 
celica,…) z vstavljenim ekspersijskim vektorjem. Slednji prenese genski zapis za želeni 
protein v gostiteljsko celico, kjer poteka izražanje rekombinantnih proteinov, ki jih naprej 
uporabimo v terapevtske ali raziskovalne namene.  
Ekspresijski vektorji imajo naslednje funkcijske elemente: mesto začetka podvojevanja 
(ori), selekcijski označevalec, promotorsko regijo in območje z več mesti za kloniranje 
(MCS) (slika 8).  
Poznamo pozitivne selekcijske označevalce (ti omogočajo razlikovanje prejemnih celic, ki 
so sprejele vektor, od tistih, ki ga niso), negativne selekcijske označevalce (ti izzovejo smrt 
celic, ki so sprejele vektor) ter barvne selekcijske označevalce (omogočajo identifikacijo 
prejemnih celic, ki so sprejele vektor z integriranim segmentom DNA, od celic, ki so 
sprejele »prazen« vektor).  
V ekspresijskih vektorjih praviloma uporabljamo pozitivne selekcijske označevalce. MCS 
je zaporedje nukleotidov, načrtovano tako, da ga tvorijo zaporedno nanizana prepoznavna 
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mesta za različne restrikcijske endonukleaze, ki omogočajo linearizacijo vektorja in vnos 
inserta. 
Promotor je zaporedje DNA, ki usmerja začetek transkripcije z vezavo RNA polimeraze. 
Pogosto za izražanje rekombinantnih proteinov uporabljamo inducibilne promotorje, ki jih  
»vključimo«, ko celice v kulturi dosežejo ustrezno gostoto. Konec transkripcije signalizira 
terminacijsko zaporedje (terminator) [23]. 
 
Slika 8: Enostaven shematski prikaz prokariontskega ekspresijskega vektorja. 
 
Prejemni organizmi, ki jih že uporabljamo za izražanje rekombinantnih proteinov, segajo 
od bakterij, kvasovk, do celic višjih evkariotov (zlasti insektov in sesalcev). Pri izbiri med 
temi celicami je potrebno upoštevati tako ekonomske kot kvalitativne vidike [24]. 
Prvi uporabljen ekspresijski sistem je bila bakterija Escherichia coli. Pri izbiri 
ekspresijskega sistema je pomembno predvsem, da je pridobljen protein čim bolj podoben 
naravnemu [25]. 
 
1.5. IZRAŽANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV V E. coli 
E. coli je po gramu negativna bakterija. Predstavlja najpogosteje uporabljen prokariontski 
ekspresijski sistem. Je fakultativno aerobna bakterija, ki ne sporulira. Najdemo jo v 
spodnjih prebavilih toplokrvnih živali. Med veliko sevi, ki jih poznamo, jih je nekaj tudi 
patogenih za ljudi. En sam krožni kromosom, ki ga ta bakterija vsebuje, se med 
posameznimi sevi lahko precej razlikuje in je velik ~4600 kb. Nosilci genske informacije 
so v bakteriji E. coli lahko tudi plazmidi. 
Optimalna pogoja za rast in razvoj te bakterije sta temperatura 37 °C in prisotnost kisika. 
Ta je pomemben, saj v anaerobnih pogojih bakterija proizvaja ocetno kislino, ki pa zavira 
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rast bakterije in slabo vpliva na stabilnost izraženih rekombinantnih proteinov. Lahko jo 
gojimo v tekočem ali na trdnem (agarnem) gojišču [26]. 
Danes si rutinskega dela brez tehnologije rekombinantne DNA v molekularno-biološkem 
laboratoriju ne znamo predstavljati. Slednja omogoča študije funkcije in strukture genov 
ter proteinov. 
Bakterija E. coli ima kot ekspresijski sistem številne prednosti. Majhen, enostaven genom 
olajša proteinsko inženirstvo, hitra rast (ena generacija na 20 minut) omogoča pripravo 
kultur preko noči.  
Bakterije E. coli se nahajajo v črevesju ljudi in živali, zato je ravnanje z njo varno, je 
najbolj preučen mikroorganizem, priprava kompetentnih celic ni zapletena, raste  v 
enostavnih cenenih gojiščih pri 37 ºC v aerobnih in anaerobnih pogojih, cenovno je 
dostopna [25]. 
Slabost bakterije E. coli je v tem, da ni sposobna izvajati posttranslacijskih modifikacij, 
neučinkovito je nastajanje disulfidnih vezi. Pri poskusih izražanja zapletenih evkariontskih 




2.    NAMEN DELA 
Namen naloge je izraziti humani encim IDO1 v bakteriji E. coli. Pri tem želimo pripraviti 
kemijsko in konformacijsko čim bolj čist in s tem aktiven encim.  
Encim IDO1 predstavlja potencialno terapevtsko tarčo, ki bi jo z ustrezno učinkovino 
zavirali in tako preprečili prikritje rakavih celic imunskemu sistemu in s tem njihov razrast 
in razvoj.  
IDO1 je 45 kDa velik hem vsebujoč protein. Ima pomembno vlogo pri napredovanju raka. 
Sodeluje kot encim v prvi stopnji razgradnje triptofana. Pri tem vgradi molekulo kisika, ki 
se veže na ion Fe2+ hema, na položaj 2-3 obroča Trp. 
Pri raku je razgradnja Trp zaradi povečane aktivnosti IDO1 pospešena. Posledica je 
prekomerno nastajanje metabolitov triptofana, predvsem kinurenina, ki aktivira 
prepisovanje AhR. Ta ima učinek na imunost, modulira diferenciacijo T-celic in vpliva na 
antigen predstavitvene celice.  
Zaviralci IDO1 tako veliko obetajo pri zdravljenji rakavih obolenj.  
Izražanje bomo izvedli v bakteriji E. coli NiCo21. Z metodo verižne reakcije s polimerazo 
(PCR) bomo namnožili sintezni gen IDO1 z optimiranim genskim kodom za izražanje v E. 
coli in ga vstavili v plazmidni ekspresijski vektor. Vektor bomo vnesli v kompetentne 
celice s toplotnim šokom in bakterijsko kulturo namnožili. Poskusili bomo optimizirati 
sestavo gojišča in pogoje za izražanje rekombinantnega proteina. Protein bomo izolirali in 
prečistili s kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo (IMAC) in gelsko filtracijo ter 
čistost preverili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrjevega 
dodecilsulfata (SDS-PAGE). Končno čiščenje bomo izvedli z ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo in aktivnost rekombinantnega proteina analizirali z encimskim testom 








3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1.  LABORATORIJSKA OPREMA 
Naprava Proizvajalec 
Centrifuga 5804 R Eppendorf 
Ultrazvočna kadička Iskra PIO 
Avtoklav A-21 Kambič 
Centrufuga RC 5C Plus Sorvall 
Ultra nizko temperaturni zamrzovalnik 
MDF-U55V 
Panasonic 
Vir napetosti Power Pac Basis za gelsko 
elektroforezo 
Bio Rad 
Tehtnica Exacta 610EB Mettler Toledo 
Tehtnica AB104 Mettler Toledo 
pH Meter 691  Metrohm 
Magnetni mešalnik Rotamix 550MMH Tehtnica 
Stresalnik ADV 3500 WDR 
Naprava G-box za slikanje gelov Syngene 
Centrifuga 5415 R  Eppendorf 
Ciklični termostat PCR system 2700 GeneAmp 
Vakuumska črpalka V-500 Büchi 
LAF-komora LFVP12 Iskra PIO 
Vibracijski mešalnik Vibromix 104EV Tehtnica 
Mini centrifuga mini G IKA 
Termostatirani stresalnik za 
mikrocentrifugirke PCMT 
Grant-bio 
Inkubator  Sanyo 
Orbitalni stresalnik  Sanyo 
Kromatografski sistem ÄKTAexplorer 10 S GE healthcare 
IMAC-kolona HisPrep FF 16/10  GE Healthcare 
IMAC-kolona HiTrap IMAC HP GE Healthcare 




Dializna kaseta Slide-A-Lyzer 10K, 3-12 
mL 
 
Thermo Fisher Scientific 
Kolona za ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo Mono S 5/50 






Komplet GenElute Plasmid Miniprep 
QIAEX II 
Komplet GenElute Plasmid Miniprep  
Slide-A-Lyzer 10K 






3.1.2. KEMIKALIJE  
(* vse kemikalije so proizvajalca Sigma-Aldrich (Merck)) 
Kemikalije in reagenti  
Kvasni ekstrakt Kazamino kisline 
Tripton Kanamicin sulfat 
Glicerol Imidazol 
Voda Inhibitor proteaz 
Fosfatni pufer TCEP 
Kanamicin trombin-sefaroza 
5-aminolevulinska kislina  L-Trp 
IPTG MgSO4 
KH2PO4 CaCl2 
Barvilo Coomassie Biotin 











3.1.3. BIOLOŠKI MATERIAL 
3.1.3.1. CELICE E. coli NiCo21 
So kemijsko kompetentne celice, izpeljane iz seva BL21 (DE3) celic. Sev BL21 je široko 
uporabljan za izražanje rekombinantnih proteinov. Rekombinantne proteine pogosto 
označujemo s heksahistidinskim repom, ki specifično interagira z dvovalentnimi ioni (npr. 
Ni2+) na IMAC-koloni. Vendar pa se na IMAC-koloni pogosto zadržijo tudi proteini E. 
coli, ki vežejo kovinske ione. Tako imajo celice NiCo21 gen za protein GlmS (glutamin-
fruktoza-6-fosfat aminotransferaza) mutiran, da se ne veže na kovinske ione IMAC-kolone. 
Proteini SlyD, ArnA in Can pa so označeni tako, da jih lahko naknadno odstranimo z 
afinitetno kromatografijo na osnovi hitina. Celice NiCo21 so primerne za rutinsko 
izražanje proteinov, transformacija je učinkovita, rezistentne so na fage T1, omogočajo 
doseganje visoke čistote rekombinantnih proteinov. Vsebujejo konstrukt (lizogen) DE3, ki 
izraža RNA-polimerazo bakteriofaga T7, kar sproži prepisovanje želenega gena pod 
nadzorom promotorja T7 [28]. 
 
3.1.3.2. SISTEM pET  
Sistem pET je kombinacija plazmidnega vektorja (v našem primeru smo uporabili vektor 
pET28, v katerega smo vstavili gen za humani IDO1 (rhIDO1)) in prejemnega organizma 
(v našem primeru celice NiCo21). Namenjen je izražanju rekombinantnih proteinov v E. 
coli. V vektorju pET-28 močen nadzor nad vstavljenim genom izvaja promotor T7. Ta se 
nahaja pred območjem z več mesti za kloniranje. Če želimo, da se želen protein izrazi, je 
potrebna minimalna količina RNA-polimeraze T7. Ustrezen sev E. coli, ki ga izberemo kot 
prejemni organizem, vsebuje gen za RNA-polimerazo T7, ki je pod nadzorom promotorja 
lac UV5, ki ga aktiviramo z dodatkom IPTG, sinteznega mimetika alolaktoze (slika 9). S 
tem je omogočena dobra regulacija izraženega gena, ki je vstavljen v plazmidni vektor 
(slika 10).  Zelo učinkovito izražanje nam omogoča, da lahko že v nekaj urah pridobimo 
razmeroma veliko tarčnega proteina (do 50 % glede na vse proteine v bakterijski celici). 
 
Slika 9: Primerjava struktur alolaktoze in IPTG. Razlika med IPTG in alolaktozo je, da ima IPTG vez, ki je celice ne 




Slika 8: Celica E. coli DE3. Za izražanje T7 RNA-polimeraze potrebujemo induktor, ki se veže na lac-represor, da ne 
pride do vezave lac-represorja na lac-operator. V našem primeru smo uporabili analog alolaktoze IPTG, ki se veže na 
lac-represor, ta pa se sprosti iz lac-operatorja [29]. 
 
3.1.4. PUFRI, RAZTOPINE IN GOJIŠČA 
3.1.4.1. KOMPONENTE GOJIŠČ 
10×M9 soli:  
 37.09 g/L Na2HPO4 
 30 g/L KH2PO4 
 g/L NH4Cl 
 g/L NaCl 
100× minerali v sledovih (Fe3+, Zn2+, Cu2+, Co2+, H3BO3, Mn2+): 
 EDTA 5 g /L 13.4 mM 
 FeCl3-6H2O 0.83 g/L 3.1 mM 
 ZnCl2 84 mg/L 0.62 mM 
 CuCl2-2H2O 13 mg/L 76 μM 
 CoCl2-2H2O 10 mg/L 42 μM 
 H3BO3 10 mg/L 162 μM 




Za 100 mL gojišča TB potrebujemo:  
 2,4 g kvasnega ekstrakta 
 2,0 g triptona 
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 0,4 mL glicerola 
 vode do 90 mL 
Gojišče smo avtoklavirali in mu dodali 10 mL avtoklaviranega fosfatnega pufra (0,17 M 
KH2PO4 in 0,72 M K2HPO4). 
 
GOJIŠČE A 
 1×M9 soli 
 0,5 % (%m/v) D-glukoze,  
 0,5 % (%m/v) kazamino kisline 
 1×minerali v sledovih (razmerje 1:100) 
 30 μg/mL kanamicin sulfata 
(kazamino kisline v konc. 2 % raztopljene v ddH2O in avtoklavirane posebej, M9 soli 
avtoklavirane posebej, glukoza filtrirana) 
 
GOJIŠČE B 
 1× M9 soli 
 0,5 % glukoze 
 0,5 % kazamino kislin 
 1 mM MgSO4 
 0,3 mM CaCl2 
 1 µg/mL biotina 
 1 µg/mL tiamina 
 1× raztopina mineralov v sledovih (Fe3+, Zn2+, Cu2+, Co2+, H3BO3, Mn2+) 
 100 µ/mL L-Trp 
 
3.1.4.2. GELI 
SDS-PAGE (POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA Z NATRIJEVIM 
DODECILSULFATOM) 
KONCENTRACIJSKI GEL 
 40-% akrilamid/bisakrilamid 
(37,5:1) 
0,25 mL 
 1 M Tris (pH 6,8) 0,25 mL 
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 10-% amonijev persulfat 0,02 mL 
 10-% SDS 0,02 mL 
 TEMED  0,002 mL 
 Voda 1,46 mL 
 
LOČEVALNI GEL  
 40-% akrilamid/bisakrilamid 
(37,5:1) 
1,25 mL 
 1,5 M Tris (pH 8,8) 1,25 mL 
 10 % amonijev persulfat 0,05 mL 
 10 % SDS 0,05 mL 
 TEMED  0,002 mL 
 Voda 2,4 mL 
 
AGAROZNI GEL (1%) 
 1% agaroze          1 g 
 TAE pufer           100 ml 
 Etidijev bromid          7 μl 
 
3.1.4.3. PUFRI 
PUFER A (z 0,1 mM TCEP): 
 50 mM kalijev fosfat (pH 7,1) 
 300 mM KCl 
 25 mM imidazol 
 5 % glicerola 
 
PUFER B 
 50 mM kalijev fosfat (pH 7,1) 
 300 mM KCl 
 300 ali 350 mM imidazol 




PUFER ZA DIALIZO 
 50 mM K-fosfat (pH 7,1)  
 300 mM KCl 
 5 % glicerola 
 
PUFER ZA SEC                   
 25 mM K-fosfat (pH 6,8),  
 100 mM KCl,  
 10 % glicerola,  
 1 mM EDTA,  
 2 mM DTT 
 
PUFRI ZA IMAC          
 pufer A z 2 mM DTT 
 pufer B z 2 mM DTT 
 
PUFER ZA IEX  
 20 mM Na-fosfat (pH 6,0)  
 1 mM DTT 
 
PUFER PBS 
Za 1 L PBS potrebujemo: 
 800 mL destilirane vode 
 8g NaCl 
 0,2g KCl 
 1,44 g of Na2HPO4 
 0,24 g of KH2PO4    
pH smo umerili na 7,4 in dopolnili z destilirano vodo do volumna 1 L. 
 
TRIS-PUFER (HIDROKSIMETILAMINOMETAN) 
 Tris∙HCl (pH 6,6; c = 1 M) 




250 MM 5-AMINOLEVULINSKA KISLINA 
0,5 g 5-aminolevulinske kisline (167,59 g/mol) 
11,93 mL vode 
Filtrirano in alikvotirano: 1× 375 µL, 2× 1,75 mL, 2× 4 mL 
 
3.1.5. KOMPLETI, REAGENTI, OLIGONUKLEOTIDI IN OZNAČEVALCI  
Sintezni gen (Priloga 1) 




























39 62 35,6 -9,96 
 
* Lastnosti (Tm, ΔG) smo ocenili z orodjem OligoAnalyzer (IDT). 
* tetranukeotidni zaporedji ataa in catc smo dodali na 5'-konec oligonukleotidov, da smo omogočili 
kasnejšo cepitev amplikona z restriktazama NcoI in XhoI. 
 
 
3.2.  METODE 
Kronološka shema poskusov je prikazana spodaj. Posamezni postopki so v nadaljevanju 
opisani samo enkrat. Nekatere postopke smo večkrat ponovili. Pri tem smo navedli razlike, 




- POMNOŽEVANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA Z VERIŽNO REAKCIJO 
S POLIMERAZO (PCR) 
- RESTRIKCIJA PLAZMIDA pET28 IN AMPLIKONA hrIDO1 TER LIGACIJA V 
VEKTOR 
- VNOS VEKTORJA V PREJEMNE CELICE E. COLI NICO21  
- TESTNO IZRAŽANJE PROTEINA IDO1  
- LIZA CELIC Z METODO SONICIRANJA 
- ANALIZA PROTEINOV S POLIAKRILAMIDNO GELSKO 
ELEKTROFOREZO 
- IZOLACIJA rhIDO1 S KOVINSKO-KELATNO AFINITETNO 
KROMATOGRAFIJO (IMAC) 
- DIALIZA 
- GELSKA IZKLJUČITVENA KROMATOGRAFIJA 
- ULTRAFILTRACIJA 
- DOLOČANJE KONCENTRACIJE Z METODO PO BRADFORDU IN UV-VIS 
SPEKTROFOTOMETRIJO 
- CEPITEV HEKSAHISTIDINSKEGA REPKA S TROMBINOM 
- IONSKA IZMENJEVALNA KROMATOGRAFIJA 
 
3.2.1. PCR  
S PCR lahko hitro in enostavno pomnožimo poznano nukleotidno zaporedje DNA (npr. 
odsek določenega gena). Pomnoževanje je specifično in hitro. Pomnožujemo lahko do 10 
kb dolge odseke DNA s termostabilno DNA-polimerazo.  
Pri reakciji potrebujemo naslednje: 
- matrično molekulo DNA, katere del pomnožujemo, 
- začetna oligonukleotida (ang. »primers«) s katerima omejimo del, ki ga 
pomnožujemo; sta komplementarna verigama DNA, 
- termostabilno DNA-polimerazo 
- ekvimolarno zmes vseh deoksinukleotidov (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 
- reakcijski pufer z ioni Mg2+ 
Sestavine zmešamo in pričnemo z reakcijo, ki poteka ciklično v treh stopnjah – 
denaturacija, prileganje začetnih oligonukleotidov in podaljševanje verige. 
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Koncentracija amplikona v reakcijski zmesi narašča eksponentno: v začetnih ciklih 
pomnoževanja dobimo po n ciklih 2n identičnih kopij. Kasneje se pomnoževanje upočasni 
[30]. 
3.2.1.1. POMNOŽEVANJE GENA ZA ENCIM IDO1 Z REAKCIJO PCR 
Z reakcijo PCR smo pomnožili nukleotidno zaporedje sinteznega gena IDO1. Zmes za 
reakcijo PCR: 
 5 µM začetni oligonukleotid F-IDO1 0,8 µL 
 5 µM začetni oligonukleotid R-IDO1 0,8 µL  
 10× Pfu-pufer z Mg2+ 2,0 µL 
 2 mM dNTP 2,0 µL 
 Pfu DNA-polimeraza (1,0 U) 0,4 µL 
 sintezni gen gBLOCK IDO1 1-5 μl 
 NF H2O 13,5 μl 
Zmes smo prenesli v ciklični termostat in izvedli reakcijo PCR. 
 
Tabela 2: potek PCR reakcije. 
TRAJANJE TEMPERATURA PROCES ŠT. CIKLOV 
2 min 95 °C Aktivacija DNA-polimeraze Pfu  
30 s 95 °C Denaturacija DNA  
 
30 
30 s 57 °C Prileganje začetnih oligonukleotidov 
10 s 72 °C Podaljševanje verige 
7 min 72 °C Zaključno izgrajevanje  
 
∞   16 °C 
 
3.2.2. RESTRIKCIJA PLAZMIDA IN AMPLIKONA TER LIGACIJA V VEKTOR 
Amplikon (3.2.1) smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (1 % gel) in ga iz gela 
izolirali s pomočjo kompleta QIAEX II po protokolu proizvajalca. Sledilo je subkloniranje 
amplikona v plazmid pET-28. Tako plazmid kot amplikon vsebujeta zaporedji nukleotidov, 
ki ju prepoznata restrikcijski endonukleazi NcoI in XhoI. Z encimom DNA-ligaza 





3.2.2.1. RESTRIKCIJA PLAZMIDA pET28  
Izvedli smo dvojno restrikcijo plazmida. Uporabili smo restrikcijski endonukleazi 
NcoI/XhoI. Restrikcija je potekala 2 h pri temperaturi 37 °C. Uporabili smo pufer je bil 
CutSmart, kjer sta obe endonukleazi optimalno aktivni.  
 
Sestava reakcijske zmesi: 
- 1 µg plazmida pET 28 
- endonukleazi NcoI/XhoI (po 1 µL vsake) 
- 5 µL pufra CutSmart 
- NF H2O do 50 µL 
Po restrikciji smo plazmid analizirali z agarozno elektroforezo (1 % gel) in ga iz gela 
izolirali s pomočjo kompleta QIAEX II. 
 
3.2.2.2. AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Agarozna elektroforeza je učinkovit način ločevanja fragmentov DNA. Pri tem je možna 
ločitev DNA velikosti od  100bp do 25kbp (agarozni gel je manj premrežen kot 
poliakrilamidni gel). Med tvorbo gela agaroze se polimeri nekovalentno povežejo in tvorijo 
pore ustraznih velikosti. Vzorci se nanesejo v vdolbinice na gelu, skozi se spusti 
elektroforezni tok. Fosfatna skupina DNA molekule je negativno nabita, zato potujejo 
DNA molekule proti pozitivn o nabiti anodi. Razmerje med maso in nabojem DNA je 
konstantno. DNA tako med seboj ločujemo glede na njihovo velikost. Prepotovana razdalja 
na agaroznem gelu je obratno sorazmerna z logaritmom molekulske mase DNA. Hitrost 
potovajna molekul skozi gel je odvisna od velikosti molekule DNA, koncentracije agaroze, 
konformacije DNA, uporabljene napetosti, vrste agaroze in pufra, ki ga uporabimo za 
elektroforezo. Po ločitvi lahko molekule DNA pod UV svetlobo obarvamo z ustreznim 
barvilom [31]. 
Pri poteku elektroforeze je celoten gel potopljen v elektroforezni pufer. Vzorcu dodamo 
glicerol (poveča viskoznost vzorca) in barvna indikatorja bromfenol modro ali ksilen 
cianol.  
Najpogosteje uporabimo pufer TAE (Tris-acetat-EDTA) [32]. 
 
V mikrocentrifugirki smo pripravili vzorce, ki smo jih naneslli na gel. Premešali smo jih na 
vibracijskem mešalniku in s pipeto nanesli v žepke v gelu agaroze. Pripravili smo 1% 
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agarozni gel. Agarozo smo raztopili v pufru TAE. Zmes smo dali v mikrovalovno pečico 
za 1-3min pustili, da se agaroza raztopi. Pustili smo, da se vse skupaj malo ohladi. Nato 
smo dodali etidijev bromid. [31]. 
 
3.2.2.3. RESTRIKCIJA AMPLIKONA IDO1 
Izvedli smo restrikcijo amplikona. Za restrikcijo smo uporabili endonukleazi NcoI/XhoI v 
pufru CutSmart (2 h pri 37 °C). 
 
Sestava reakcijske zmesi:  
- 200 ng amplikon IDO1 
-  endonukleazi NcoI/XhoI  (po 1 µL vsake) 
- 5 µL pufra CutSmart 
- NF H2O do 50 µL 
 
Po restrikciji smo DNA precipitirali z etanolom. Etanol ima precej nižjo dielektrično 
konstanto kot voda. Ob dodatku pozitivnih ionov pride v manj polarnem okolju do tvorbe 
ionskih vezi med kationi in fosfatnimi skupinami DNA, ki izgubijo hidratacijski ovoj, in 
posledično pride do obarjanja DNA. Večji fragmenti DNA se obarjajo učinkoviteje od 
kratkih; to smo izkoristili za ločitev amplikona od zelo kratkih robnih fragmentov, 
sproščenih ob restrikciji V restrikcijsko zmes z amplikonom (50 µL) smo dodali 5 µL 3 M 
NaOAc (pH 4˙8), premešali in nato dodali še 125 µL 95-% etanola. Zmes smo 16 ur 
inkubirali pri -20 °C. Precipitirano DNA smo zbrali s  centrifugiranjem (15 min s 13400 
vrt./min pri 4 °C), previdno odstranili supernatant in DNA sprali z 900 µL hladnega 70-% 
etanola. Ponovno smo centrifugirali (10 min s 13400 vrt./min pri 4 °C) in odstranili 
supernatant. DNA smo na koncu posušili (5 min pri sobni temperaturi) in jo raztopili v 20 
µL NF H2O. 
 
3.2.2.4. LIGACIJA 
Amplikon IDO1 smo subklonirali v ekspresijski vektor pET28. Sestava reakcijske zmesi: 
 50 ng plazmida pET28 (rezanega z NcoI/XhoI) 
 1,0 µL 10× ligacijskega pufra 
 2,0 µL amplikona IDO1 (rezanega z NcoI/XhoI) 
 0,5 µL T4 DNA-ligaze 
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NF H2O do 10 µL  
 
Ligacija je potekala preko noči pri 16 °C. 
 
3.2.3. VNOS VEKTORJA V GOSTITELJSKO CELICO  
Po pripravi rekombinantne DNA smo ekspresijski plazmid pET28/hIDO1 vnesli v celice E. 
coli Top10 in ga v njih pomnožili. Poznamo fizikalne, biološke in kemijske načine vnosa. 
Največkrat uporabljamo kemijski način transformacije. Transformacija je proces privzema 
gole DNA v bakterijske celice.  Pri številnih bakterijah je transformacija naraven proces. 
Zmožnost, da bakterija lahko privzame DNA, imenujemo kompetenca. Kompetenca se 
pojavi v stacionarni fazi rasti bakterije. Ugotovili so, da se uspešnost transformacije poveča 
pri nizki temperaturi in naknadnem temperaturnem šoku ter ponovni ohladitvi. Po vnosu 
vektorja v prejemno celico je potrebno narediti selekcijo, saj le redke gostiteljske celice 
sprejmejo vektor [33]. 
Kompetentne celice E. coli Top10 (200 μL) smo odmrznili na ledu in jim dodali ligacijsko 
zmes (10 μL). S pipeto smo zmes na rahlo premešali in inkubirali na ledu 20 minut. 
Mikrocentrifugirko smo za 45 s potopili v vodno kopel (42 °C). Po tem smo jo ponovno 
inkubirali na ledu 5 minut. K bakterijskim celicam smo nato odpipetirali gojišče LB (800 
μL) in ter inkubirali med stresanjem (200 vrt./min)  pri temperaturi  37 °C eno uro. 100 μL 
kulture smo ob plamenu nanesli na agarno gojišče LB/kanamicin (30 µg/mL) ter jo s 
spatulo po Drigalskem enakomerno razmazali po gojišču. Pokrito petrijevko smo ob 
robovih zatesnili s parafilmom. Preostalo kulturo bakterij smo centrifugirali še 5 minut pri 
5000 vrt./min. Supernatant  smo odstranili, usedlino pa suspendirali v 100 μL gojišča LB 
ter nanesli na drugo agarno gojišče LB/kanamicin, jo pokrili s pokrovom in zatesnili s 
parafilmom. Plošči smo preko noči inkubirali pri 37 °C. Naslednje jutro smo posamezne 
kolonije uporabili za pripravo prekonočnih kultur.  
Prekonočne kulture smo pripravili tako, da smo petrijevko odprli ob gorilniku. S sterilnim 
nastavkom za pipetiranje smo se dotaknili bakterijske kolonije in jo  prenesli v epruveto s 
tekočim gojiščem LB/kanamicin. V inkubatorju smo epruveto stresali (200 vrt./min) preko 
noči pri 37 °C. Plazmidno DNA smo izolirali z alkalno lizo s pomočjo kompleta GenElute 





Nukleotidno zaporedje konstrukta smo potrdili s sekvenciranjem DNA. Analizo (določanje 
nukleotidnega zaporedja s Sangerjevo metodo) je opravilo podjetje Eurofins Genomics 
(GATC, Konstanz,  Nemčija). 
Končno smo plazmid pET28/hIDO1 vnesli v ekspresijski bakterijski sev NiCo21 DE3. 
Uporabili smo postopek transformacije s toplotnim šokom, opisan zgoraj. 
 
3.2.4. TESTNO IZRAŽANJE                     
Prekonočno kulturo bakterijskega klona E. coli NiCo/pET28-IDO1 smo naslednje jutro 
redčili v 90 mL gojišča TB s kanamicinom v razmerju 1:100 ter inkubirali med stresanjem 
pri 37 °C do OD600 = 0,5. Nato smo dodali raztopino 5-aminolevulinske kisline (360 µL) 
in nadaljevali z gojenjem 20-30 min (do OD600 = 1,0). Kulturo smo ohladili na ledu in 
razdelili po 20 mL v 4 erlenmajerice (en par za izražanje pri 20 °C, en par za izražanje pri 
37 °C). V eni od obeh erlenmajeric smo inducirali izražanje z dodatkom 0,5 mM IPTG (10 
µL 1 M IPTG). Dve erlenmajerici smo stresali 24 h pri 20 °C, drugi dve pa 4 h pri 37 °C. 
Po koncu smo pomerili OD600. 
Kulture smo centrifugirali (5 min @ 6000g, 4 °C), odstranili gojišče in celice sprali s 
hladnim PBS. Še enkrat smo jih centrifugirali in odstranili pufer ter celično usedlino 
zamrznili (-80 °C). 
Testno izražanje smo ponovili v gojišču A. Inducirali smo 21 h le pri 20 °C.  
Nato smo izražali še v 2 L gojišča B in inkubirali med stresanjem pri 20 °C. Oboje smo 
izvedli po enakem postopku, kot je navedeno zgoraj. 
 
3.2.4.1.  TESTNO IZRAŽANJE V GOJIŠČU TB Z DODATKOM RAZLIČNIH KONCENTRACIJ 
GLUKOZE 
Gojišču TB smo dodali 0, 0.1, 0.5, 0.75. 1.0 in 1.5 % glukoze ter 1× minerale v sledovih. 
Prekonočno kulturo smo redčili v razmerju 1:100 v 100 mL gojišča TB s kanamicinom (30 
µg/mL). 250-mL erlenmajerice smo inkubirali med stresanjem pri 37 °C do OD600 = 0,3. 
Dodali smo raztopino 5-aminolevulinske kisline (končna koncentracija 1 mM) in 
nadaljevali z gojenjem 45 min (do OD600 = 1,3). Izražanje smo inducirali z 0,5  mM IPTG. 
Kulture smo stresali 24 h pri 20 °C (150 vrt./min). 
Manjši alikvot celic (~6 %) smo lizirali v PBS (V = OD600 × 60 µL) s soniciranjem ter lizat 
analizirali s SDS-PAGE. Preostanek celic smo zamrznili kot usedlino po centrifugiranju 
(zabeležena masa »mokrih« celic). 
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Zamrznjeno usedlino celic smo suspendirali v desetkratnem volumnu pufra A z 0.1 mM 
TCEP (redčeno iz 0.1 M raztopine v vodi) ter 1:300 zaviralcev proteaz. Celice smo lizirali 
s soniciranjem, lizatu pa dodali 10 µg/mL DNaze in inkubirali 10 min na ledu ter nato 
centrifugirali 10 min na 10.000 vrt/min pri 4 ºC. Usedlino smo zavrgli, iz supernatanta pa 
izolirali in prečistili rhIDO1. 
 
3.2.4.2. IZRAŽANJE V 2× 1 L TB/KAN Z 0.75 % GLUKOZE (»SCALE UP«) 
Izraženje smo izvedli enako kot v zgoraj opisanem postopku.  
 
3.2.5. SONICIRANJE  
Sonikator (potopna ultrazvočna sonda) izkorišča princip kavitacije za lizo celic. 
Vibracijska sonda, potopljena v suspenzijo celic v pufru, oddaja visokofrekvenčne zvočne 
valove. Mehanska energija iz sonde sproži nastajanje mikroskopskih mehurčkov, ki se za 
trenutek oblikujejo in razpadejo ter s tem povzročijo lizo celic [34]. 
Zamrznjene bakterijske celice, zbrane po poskusih izražanja rhIDO1, smo suspendirali v 
10 volumnih hladnega pufra.  
Pogoji soniciranja: 40%, 5-s pulzi z 10-s premori.       
Celice  smo suspendirali v PBS (V = OD600 × 0,2 mL) in sonicirali (5 min, 40 % 
amplituda, ton = 5 s, toff = 10 s). Po soniciranju smo dodali DNazo (do 10 µg/mL) in 
inkubirali pri sobni temperaturi 10 min med nežnim mešanjem. Shranili smo 50 µL lizatov, 
ostanek pa  centrifugirali (10 min @ 16000g, 4 °C). Supernatant smo shranili (TF – topna 
frakcija), usedlino pa suspendirali v enakem volumnu PBS (NF – netopna frakcija). 
Lizate smo analizirali z SDS-PAGE (10-% ločevalni gel) ter barvali s Coomassie. 
 
3.2.6.  POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELEKTROFOREZA (PAGE) 
Osnovni gradnik gela je akrilamid. Reakcija polimerizacije je radikalska, pri čemer 
akrilamid in N,N'-metilenbis(akrilamid) tvorita premrežen polimer. Sulfatni radikali so 
iniciator reakcije, TEMED pa katalizator reakcije.  Premreževanje poliakrilamidnih verig 
poteče spontano, saj se N,N'-metilenbis(akrilamid) naključno vključi v reakcijo 
polimerizacije. Od koncenracije akrilamida/N,N'-metilenbis(akrilamida) v zmesi za 
polimerizacijo je odvisna zamreženost gela. 
Pred polimerizacijo zmes prelijemo med dve stekleni ploščici.  
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V mikrocentrifugirke smo dali po 10 μL vzorca. Dodali smo po 5,3 μL LD ter 1 M DTT ali 
vodo do 8 μL. Nato smo vse vzorce inkubirali  5 min pri 100 °C.  
Vzorce smo nanesli v žepke v gelu ter priključili napetost. Elektroforeza je potekala cca. 1 
h pri 120 V. V enega od žepkov smo nanesli označevalec velikosti. 
Eluirane  frakcije SEC kromatografije smo združili in proteine precipitirali (le v tem 
primeru) z dodatkom 1/2 volumna 50-% TCA (inkubacija 20 min na ledu, nato 
centrifugiranje 5 min @ 16000g, 4 ºC). Proteine smo raztopili v 10 µL 375 mM TrisHCl 
(pH 8,8), 2.7 µL 1 M DTT, 5.3 µL 3×LD. 
Proteine po elektroforezi detektiramo z različnimi pristopi. Nespecifičen način je z 
barvanjem z organskimi barvili, srebrom, negativnim barvanjem, s pomočjo fluorescenčnih 
barvil ali avtoradiografsko.  
Barvanje proteinov z barvilom Coomassie Brilliant Blue R-250 je najpogostejša metoda 
detekcije proteinov po elektroforezni ločbi. Veže se na pozitivno nabite in aromatske 
skupine proteinov. V gelu proteine obarvamo tako, da poliakrilamidni gel po elektroforezni 
ločbi inkubiramo v raztopini barvila, metanola in ocetne kisline, ki je tudi raztopina za 
fiksiranje. Ozadje razbarvamo s pomočjo mešanice topil, v kateri je barvilo dobro topno 
(etanol, ocetna kislina in voda) [32]. 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-page) je 
največkrat uporabljena elektroforezna metoda. SDS je anionska površinsko aktivna snov, 
ki ima hidrofoben rep iz 12 ogljikovih atomov in negativno nabito hidrofilno glavo (SO3-). 
SDS se nespecifično veže povprečno na dva aminokislinska ostanka proteinov. Pri tem 
slednje denaturira. Molekula proteina tako pridobi veliko večji absolutni naboj. Za popolno 
denaturacijo molekule proteina moramo prekiniti tudi disulfidne vezi, zato v vzorec 
dodamo reducent (DTT). Da pospešimo denaturacijo proteina, ga po dodatku reducenta še 
segrejemo na 100 °C. 
Princip izvedbe je enak kot pri nativni PAGE, le da je v pufrih in obeh gelih dodan SDS 
(natrijev dodecil sulfat).  Ko vzorce nanesemo v žepke, molekule analitov v žepkih nimajo 
enakega začetnega položaja. Posledično bodo tisti, ki so nižje v žepkih, prej začele potovati 
po gelu. Temu se izognemo z uporabo diskontinuiranega sistema. Osnova sta dva različno 
zamrežena gela, zgornji zbiralni gel (pH=6,8) in spodnji ločevalni (pH=8,8). Na stiku obeh 
gelov se molekule skoncentrirajo v zelo ozek pas, nadalje se gibljejo na osnovi svoje 
velikosti-dolžine polipeptidne verige (manjše hitreje, večje počasneje). Razmerje med 
nabojem in velikostjo proteina pa je identično za vse proteine [35]. 
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3.2.7. KOVINSKO-KELATNA AFINITETNA KROMATOGRAFIJA (IMAC) 
IMAC je ena izmed vrst afinitetnih kromatografij. 
Osnova metode IMAC je tvorba koordinacijskih vezi med imobiliziranimi kovinskimi ioni 
in elektrondonorskimi skupinami na proteinski površini.  Na uporabljen nosilec so 
kovalentno pripete skupine, ki kelirajo kovinske ione. Ti imobilizirani kovinski ioni 
morajo imeti v kompleksih prosta koordinacijska mesta, da lahko tvorijo interakcije s 
proteini.  Za metodo IMAC uporabljamo kovinske ione, ki jih delimo na trde (Fe3+, 
Al3+,…) in mehke (Cu+, Hg2+,…) ter vmesne ione (Cu2+, Zn2+, Ni2+,…). Najpogosteje 
uporabljamo Ni2+ s koordinacijskim številom 6. Je elektrokemično in redoks stabilen pod 
kromatografskimi pogoji [36, 37]. 
Nosilci stacionarne faze so sestavljeni iz agaroze, celuloze, prečno povezanega dekstrana 
ali pa so zgrajeni iz anorganskih nosilcev, ki morajo imeti zaradi nespecifične adsorpcije 
modificirano površino. Vendar pa so ti nosilci omejeni na majhne pretoke. Ločevanje na 
koloni poteka na osnovi treh sil: elektrostatske interakcije med nabito biomolekulo in 
pozitivno nabitim kovinskim ionom ali negativnim predelom na površini funkcionalnih 
skupin, hidrofobne interakcije med biomolekulo in hidrofobnimi predeli na površini 
matriksa ter donor-akceptorske interakcije med anionskimi ostanki in ujetimi kovinskimi 
ioni [38]. 
pH-vrednost pufra mora biti višja od pKa elektrondonorskih aminokislin za adsorbcijo (za 
polihistidinski označevalec pH 6-7). Da ne pride do nespecifičnih elektrostatskih interakcij, 
uporabimo v fazi vezave in spiranja ter elucije pufre visokih ionskih moči (0,1-1 M). 
Desorbcijo izvajamo s pH, ki je nižji od pKa histidinskih ostankov oz., če to ni mogoče, 
uporabimo imidazol (menjava liganda) ali kelatorje kovinskih ionov [39, 40].   
Če protein nima ustreznih vezavnih mest za vezavo na kolono, uporabimo označevalce.  
Najpogosteje so to polihistidinske verige na skrajnem N ali C koncu. Največkrat 
uporabljamo označevalec s šestimi zaporednimi histidini, ker je glede na velikost 
najprimernejši [41]. 
 
Koloni: HiTrap IMAC 1 mL ali HisPrep FF 16/10 
Pretok: 0.5 mL/min 
Nanos vzorca: 1-20 mL bakterijskega lizata (topne proteinske frakcije) 
Ekvilibracja kolone: pufer IMAC s 25 mM imidazolom (pufra IMAC A) 
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Spiranje: pufer IMAC s 25 mM imidazolom, kasneje s 60 mM imidazolom (pufra IMAC 
A+B) 
Elucija: pufer IMAC s 300-350 mM imidazolom (pufer IMAC B) 
 
3.2.8. TEHNIKA DIALIZE  
Dializa je ločevalna tehnika, ki omogoča ločevanje majhnih spojin od makromolekul v 
raztopini s pasivno difuzijo skozi polprepustno membrano (slika 11). Vzorec in raztopina 
pufra (po navadi 200-500× več kot volumen vzorca) sta nameščena na nasprotnih straneh 
membrane. Majhne molekule in pufrske soli prosto prehajajo skozi membrano. Z menjavo 
pufra lahko vplivamo na prehod majhnih molekul skozi polprepustno membrano in 
odstranimo nečistote iz vzorca. 
Trajanje dialize določajo dejavniki, ki vplivajo na hitrost prehajanja membrane. Prva je 
temperatura. Pri višji temperaturi je dializa hitrejša. Vendar pa je tu potrebno upoštevati 
stabilnost vzorca pri višjih temperaturah. Hitrost difuzije je prav tako sorazmerna s 
koncentracijo vzorca – večja je koncentracija vzorca, hitrejša je difuzija. Vendar pa se z 
večanjem velikosti molekul zmanjša tudi njihova hitrost in s tem tudi možnost prehoda 
skozi membrano. Hitrost difuzije je sorazmerna s površino membrane in obratno 
sorazmerna z njeno debelino. Na difuzijo vpliva tudi mešanje – če je mešanje prisotno, je 
difuzija hitrejša. 
 
Slika 9: Polprepustna dializna membrana (ponavadi iz celuloze). Pore so različnih velikosti. Molekule, večje od por, ne 
morejo skozi membrano, majhne molekule pa prehajajo prosto. Na ta način lahko očistimo vzorec nečistot [42]. 
 
Eluirane frakcije (ter tiste, zbrane pri IMAC) smo združili in dializirali preko noči proti 
PBS (Slide-A-Lyzer 10K, 3-12 mL). 
Po »scale up« izražanju smo dializo izvajali dvakrat proti 50 mM K-fosfat (pH 7,1), 300 




3.2.8.1.  KONCENTRIRANJE DIALIZATA IN DOLOČITEV KONCENTRACIJE ENCIMA  
Dializat smo koncentrirali z ultrafiltracijo (Amicon, MWCO 10k) in spektrofotometrično 
in po Bradfordu ocenili koncentracijo. 
 
Ultrafiltracija je metoda, pri kateri ločujemo raztopljene ali suspendirane delce na osnovi 
njihove velikosti. Snovi, ki so manjše od velikosti por filtra, filter preidejo s topilom, 
medtem ko delci, ki so večji od velikosti por filtra, slednjega ne preidejo. Postopek je zelo 
enostaven in hiter. 
 
3.2.9. DOLOČANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV Z METODO PO BRADFORDU 
Metoda po Bradfordu je kvantitativna spektrofotometrična metoda za določanje celokupne 
koncentracije proteinov. Metoda je zelo priljubljena, saj je hitra, občutljiva, specifična in 
ugodna. Pri tem uporabljamo barvilo Coomassie, ki interagira pretežno z bazičnimi (zlasti 
arginini) ter aromatskimi aminokislinskimi ostanki proteinov. Obstaja lahko v treh oblikah: 
rdeči kationski, zeleni nevtralni in modri anionski, a je raztopina Bradfordovega reagenta 
kisla, zato tam anionska oblika ni stabilna; prevladuje kationska oblika [43]. 
 
V mikrotitrske ploščice smo odpipetirali po 150 mL vzorcev in dodali 300 μL Comassie 
Plus reagenta. Zmes smo dobro premešali in pustili stati 10min na sobni temperaturi.  
10mL vsakega vzorca smo pomerili absorbanco pri 595nm. 
 
Coomassie se veže na proteine prek ionskih in van der Waalsovih interakcij. Vez s 
proteinom stabillizira anionsko modro obliko barvila. Tako lahko z merjenjem absorbance 
določimo koncentracijo proteinov v zmesi. Kationska rdeča barva barvila ima absorbcijski 
maksimum pri 465 nm, anionska modra pa pri 595 nm [43] ((priloga 2, priloga 3). 
 
3.2.9.1. UV-VIS SPEKTOFOTOMETRIJA 
UV-VIS – SPEKTROFOTOMETRIJA je vrsta spektrofotometrije pri kateri merimo 
absorbcijo svetlobe pri prehodu skozi raztopino vzorca. Pomembna je za kvantitativno 
analizo.  
Nanodrop je UV-VIS spektrofotometer, zasnovan za merjenje koncentracij nukleinskih 
kislin in proteinov v volumnih 0,5 - 2 μL. Je hitra, enostavna in zanesljiva tehnika [44].   
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3.2.10. GELSKA IZKLJUČITVENA KROMATOGRAFIJA (SEC) 
Pri tej kromatografiji smo ločevali molekule na osnovi njihove velikosti. Primerna je 
predvsem za ločevanje makromolekul. Manjše molekule lahko prodrejo v pore stacionarne 
faze in se tako v koloni zadržujejo dlje (eluirajo se kasneje). Molekule načeloma s 
stacionarno fazo ne intereagirajo. Ta metoda ima nizko ločljivost. Z njo ne moremo ločiti 
podobnih molekul. Primerna je kot zadnji korak procesa čiščenja.  
SEC lahko uporabi tudi kot tehnika za spremembo sestave pufra raztopine proteinov in 
ločbo proteina od nečistot [45]. 
 
Kolona, ki smo jo uporabili za SEC: HiPrep Sephacryl 16/60 S200. 
Pufer za SEC: 25 mM K-fosfat (pH 6.8), 100 mM KCl, 10 % glicerol, 1 mM EDTA, 2 mM 
DTT. 
Pretok: 0,5 mL/min 
Nanos vzorca: 0,5mL skoncentriranega vzorca po dailizi.  
 
3.2.11. CEPITEV S TROMBINOM – POSKUS OPTIMIZACIJE                    
Vzorcu po dializi smo dodali 7,5 µL trombin-sefaroze in inkubirali 4 h pri 21 ºC med 
stresanjem z 800 rpm. V 30-min intervalih smo odvzeli 20-µL alikvote, jih centrifugirali in 
supernatant zamrznili do analize s SDS-PAGE. Ker ni bilo opazne razlike v velikosti, smo 
ponovili cepitev še enkrat z 20 µL trombin-sefaroze.  
 
3.2.12.  IONSKO-IZMENJEVALNA KROMATOGRAFIJA (IEX) 
Ločevanje poteka na osnovi razlik v naboju proteinov. 
Molekule se vežejo na kolono zaradi interakcij med anionskimi ali kationskimi 
funkcionalnimi skupinami analita in stacionarne faze nasprotnega naboja.  
Ločimo anionske in kationske izmenjevalce, ki jih uporabimo odvisno od vrste analita.  
Proteine ločujemo glede na njihov neto naboj, saj imajo lahko negativen ali pozitiven 
naboj, ki je odvisen od pH mobilne faze. Ker imajo proteini različne izoelektrične točke, 
jih s spreminjanjem pH lahko selektivno vežemo. Protein se bo vezal na anionski 
izmenjevalec, če je nabit negativno (pri tem je pH kromatografskega pufra višji od pI), če 
je nabit pozitivno, pa se bo vezal na kationski izmenjevalec (pH pufra je nižji od pI). 
Na koncu izvedemo elucijo vezanega proteina, kjer imamo dve možnosti. Pri prvi 
spreminjamo vrednost pH elucijskega pufra in spremenimo neto naboj proteina. Druga 
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možnost pa je, da izvedemo elucijo z nespremenjenim pH, večamo pa ionsko moč pufra. 
Ioni v pufru oslabijo ionske interakcije med proteinom in nabitimi funkcionalnimi 
skupinami na stacionarni fazi. Če večamo ionsko moč stopenjsko, lahko zbiramo različne 
vrste proteinov z različnimi naboji [45]. 
Pogoji: nanešen na IEX-kolona Mono S (kationski izmenjevalec) in eluiran z gradientom 
NaCl (pretok 2 mL/min, 0-50 % pufra za elucijo (1 M NaCl). 
           
IDO1 po SEC  smo odmrznili, frakcije združili in koncentrirali z ultrafiltracijo, sočasno 
smo zamenjali pufer za SEC s pufrom za IEX. 
5 mg IDO1 smo suspendirali v 5 mL pufra za IEX ter ga nanesli na IEX-kolono Mono S 
(kationski izmenjevalec) in eluirali z gradientom NaCl (pretok 2 mL/min, 0-50 % pufra za 
elucijo (1 M NaCl)) v obdobju 10 min. Poskus smo ponovili dvakrat. 
            
Eluate IEX A15-B2 (potek 1) in A14-B1 (potek 2) smo združili in koncentrirali do ~800 
µL z ultrafiltracijo (Amicon 4, 10000 MWCO). 
 
3.2.13. BIOKEMIJSKO TESTIRANJE AKTIVNOSTI PROTEINA 
Aktivnost rekombinantnega encima IDO1 smo analizirali s fluorometričnim encimskim 
testom, ki je preprost za uporabo in zelo občutljiv. Pri tej metodi pride do razgradnje L-Trp 
do N-formilkinurenina z IDO1. N-formilkinurenin nadalje reagira s piperidinom do 
fluorescenčnega produkta. Inteziteta fluorescence je tako sorazmerna z aktivnostjo encima 
IDO1 [46]. 
Encim IDO1 je nagnjen k avtooksidaciji, zato moramo v zmes dodati snov, ki ohranja 
železo v reducirani obliki (Fe2+) in s tem ostaja encim aktiven. Zato smo v zmes dodali 
reducenta natrijev askorbat in metilensko modrilo. Uporabili smo fosfatni pufer (50 mM; 
pH=6,5) in mu dodali Tween 20 ter s tem preprečili tvorbo agregatov IDO1. DMSO smo 
dodali, da smo prepreči slabo topnost in obarjanje testnih zaviralcev encima IDO1. Meritve 
smo izvajali v dveh paralelah (ena je bila slepa) z uporabo različnih zaviralcev IDO1. 
 
Za izvedbo testa smo v vdolbinice mikrotitrske plošče odmerili: 
- 10 µL 10 mM natrijevega askorbata, nevtraliziranega z NaOH 
- 10 µL 10 µM metilenskega modrila 
- 10 µL 100 µg/mL goveje katalaze  
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- 50 µL 5 nM encima IDO1  
- 18 µL 80 µM substrata L-Trp  
 
Mikrotitrsko ploščico smo pokrito inkubirali pri 37°C 30 min in reakcijo ustavili z 
dodatkom 100 µL 80 µM  piperidina. Inkubiranje smo nadaljevali še 20 min pri 65 °C. 
Intenziteto fluorescence ((λ ekscitacije = 400 nm, λ emisije = 500 nm) smo izmerili po 2 h 
inkubacije vzorcev pri sobni temperaturi. Dobljene aktivnosti rhIDO1 smo na koncu 




4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1.  SINTEZNI GEN 
Gen za encim IDO1 z N-končnim heksahistidinskim podaljškom in cepitvenim mestom za 
trombin smo pomnožili z metodo PCR iz sintezne DNA (gBLOCK). Kot začetna 
oligonukleotida smo uporabili F-IDO1 in R-IDO1.  Že v fazi načrtovanja genskega 
konstrukta smo na 5'-konec gena dodali restrikcijsko mesto za encim NcoI,  na  3'-konec pa 
restrikcijsko mesto za XhoI. Ti smo kasneje uporabili za subkloniranje gena za IDO1 v 
vektor pET28. 
Uspešnost reakcije PCR smo preverili z agarozno elektroforezo (ni prikazano) in amplikon 
izolirali iz gela. 
 
4.2.  RESTRIKCIJA PLAZMIDOV PET28/B IN PET28/B-12, RESTRIKCIJA 
AMPLIKONA rhIDO1 IN LIGACIJA AMPLIKONA V VEKTOR 
Vektor pET28 smo rezali z restrktazama NcoI in XhoI. Uspešnost restrikcije smo preverili 
z agarozno elektroforezo(slika 12). S puščico je označeno mesto, kjer lise označujejo 
uspešno rezan vektor (5,2 kb). 
 
Slika 10: Analiza restrikcijskih reakcij z agarozno gelsko elktroforezo. Nanosi v vdolbinice gela po vrsti od leve proti 
desni: nerezan vektor pET28/B, označevalec velikosti (M), rezan vektor pET28/B (dve neodvisni reakciji), rezan vektor 
pET28/B-12 (dve neodvisni reakciji). 
pET28/B in pET28/B-12 = gre za plazmida pET28 z genom za rekombinantni različici 
domene B stafilokoknega proteina A [48].  
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Z agarozno elektroforezo smo ločili fragmente DNA po velikosti. Vidimo, da je v vseh 
vzorcih prišlo do restrikcije: opazni so fragmenti velikosti ~5,2 kb, kar ustreza 
lineariziranemu vektorju.  Pri nekaterih vzorcih je vidna tudi šibka lisa, ki ustreza 
fragmentu velikosti ~180 bp, kar ustreza izrezanemu genu za domeno B. Lisi, ki pripadata 
nerezanemu vektorju, se nahajata višje v gelu.  
Na enak način kot vektor smo rezali amplikon hrIDO1 in ga precipitirali z EtOH. 
Slika 13 prikazuje rezultat spektrofotometrične analize amplikona in vektroja po izolaciji. 
Iz razmerja med absorbancami λ260nm /λ280nm smo ocenili čistost plazmidne DNA (za 
zelo čisto DNA mora biti razmerje med 1,7 in 2,1) (slika 13). 
λ260nm /λ280nm (old – zelena črta) = 1,37 
λ260nm /λ280nm (new – rdeča črta) =1,33 
Iz rezultatov vidimo, da je vrednost nižja od 1,7, kar pomeni, da DNA ni popolnoma čista 
(nakazuje prisotnost beljakovin v vzorcu). 
 
 
Slika 13: Spektrofotometrična analiza amplikona po precitiaciji z EtOH in vektorja po izolaciji iz gela. 
 
Po restrikciji plazmida in amplikona smo gen za rhIDO1 vstavili v plazmid – izvedli smo 
ligacijo. Bakterijski sev E. coli Top10 smo transformirali z ligacijsko zmesjo in 
selekcionirali bakterijske klone, ki so sprejeli plazmid. Plazmid smo v bakterijah 
namnožili, ga izolirali in DNA poslali na analizo nukleotidnega zaporedja (Urofins 
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Genomics, GATC, Konstanz, Nemčija). Potrdili smo ustreznost nukleotidnega zaporedja 
(ni prikazano). 
 
4.3. TESTNO IZRAŽANJE 
Namnožene celice E. coli NiCo21 DE3,  transformirane s plazmidom pET28/hIDO1 smo 
selekcionirali na gojišču LB/kan. Zrasle kolonije smo uporabili za pripravo prekonočnih 
kultur.  
S spektrofotometrom smo turbodimetrično pri valovni dolžini 600 nm ocenili gostoto 
bakterij (število/volumen) in izražanje rekombinantnega proteina sprožili z dodatkom 0,5 
mM IPTG pri OD600 = 1 po dodatku 5-aminolevulinske kisline. Pri 20 °C smo bakterije 
gojili nadaljnjih 22 h, pri 37 °C pa 4 h. Ob koncu izražanja smo ponovno ocenili gostoto 
bakterij.  
Pri T = 20 °C, kjer je izražanje potekalo 22 h, je OD 600 višji (tabela 1). To nam pove, da 
je pri tej temperaturi gostota celic večja, torej je zraslo na gojišču več celic kot pri 
temperaturi T = 37 °C, kjer je izražanje potekalo 4 h. Kjer IPTG ni bil dodan, je bila 
gostota celic v obeh primerih višja. Razlog temu je, da se je večina energije celic usmerila 
v nastanek encima. 
 
Tabela 3: Optična gostota kultur E. coli NiCo21/pET28-IDO1 po testnem izražanju z dodatkom IPTG in brez IPTG pri 
20 °C, 22 h in pri T = 37 °C, 4 h. 
 OD600 
IPTG+ IPTG- 
T = 20 °C, 22 h 12,6 23,5 
T = 37 °C, 4 h 4,5 21,5 
 
Na sliki 11 je prikazan rezultat SDS-page analize lizatov. Puščica prikazuje velikost, pri 




Slika 11: SDS-page, IND - inducirane frakcije (z IPTG), NEIND – neidnuciranje frakcije (brez IPTG), TF – topne 
frakcija, NF – netopna frakcija, M – označevalec velikosti 
Po lizi bakterij smo vzorce lizata (ločene topne in netopne proteinske frakcije) analizirali s 
SDS-PAGE.  
Vidimo, da je večji delež našega proteina pri izbranih pogojih gojenja v netopni frakciji, 
vendar je tudi v topni frakciji vidno prisoten. Želeli smo čim več proteina v topni frakciji, 
saj je izolacija veliko lažja kot iz netopne frakcije. 
 
4.4. TESTNO IZRAŽANJE V GOJIŠČU A 
Izražanje smo nadaljevali le pri temperaturi 20 °C. Spremenili smo gojišče – gojišče A – in 
gojili bakterije 21 h. 
Gojišče smo spremenili, saj je bila v prejšnjem poizkusu večina rekombinantnega proteina 
netopna. To pomeni, da je izražanje potekalo preveč intenzivno. S spremembo gojišča smo 
želeli doseči, da rast celic ne bi bila prevelika ter da bi se več energije usmerilo v nastanek 
proteina IDO1. Preglednica 2 prikazuje rezultate po meritvi OD600 po rasti celic v gojišču 
A. 
 
Tabela 4: Rezultati OD600 po testnem izražanju z dodatkom IPTG in brez IPTG pri 20 °C, 22h. 
 OD600 
IPTG+ IPTG- 
T = 20 °C, 21 h 2,8 3,2 
 
Gostota celic je bila znatno nižja kot pri prvi izvedbi. Vzorec z dodanim IPTG je imel nižjo 




Slika 12: SDS-page po testnem izražanju v gojišču A. V topni inducirani frakciji je prisotnega malo našega proteina. 
 
Iz topne frakcije lizata  smo  izolirali rhIDO1 s kromatografijo IMAC (slika 16). Eluirali 
smo s stopenjsko, v časovnih intervalih smo stopnjevali koncentracijo deleža pufra B v 
pufru A (5 %, 7,5 %, 10 %, nato 100 %) do 300 mM (slika 16). 
 
 
Slika 13: Kromatogram izolacije rhIDO1 iz topne frakcije bakterijskega lizata.  
Med 1 in 6 mL sta vidna vrhova, ki pripadata na kolono nevezani frakciji lizata (dva 
zaporedna nanosa po 1 mL lizata). Spiranje kolone je do ~12 mL potekalo s pufrom s 25 
mM imidazola, med 12 in 16 mL s 39 mM imidazola, med 16 in 20 mL s 46 mM 
imidazola in med 20 in 24 mL s 53 mM imidazola. Končno elucijo smo izvedli v pufru B 
(tj. s 300 mM imidazolom). 
Eluat (frakcija B4) je bil obarvan rožnato, a je barva razmeroma hitro bledela (slika 17). To 
nakazuje prisotnost hema v vzorcu in postopno oksidacijo Fe2+ do Fe3+, domnevno zaradi v 
pufru raztopljenega kisika. 
Naš protein je prisoten v eluatih B4 in B5. Čistost smo preverili tudi s SDS-PAGE (slika 
18), kjer smo ugotovili, da je v eluatu B4 in B5 samo rhIDO1. 
 




Slika 15: SDS-page analiza po IMAC, M – označevalec velikosti, FT – na kolono nevezana frakcija lizata (»flow trough), 
B4, B5 –eluata IMAC 
Posneli smo še UV/VIS-spekter izoliranega rhIDO1. 
 
Slika 19: UV-Vis spekter posnet na Nanodropu.  
 
A404/A280 = 1,26. Pri 404 nm absorbira hem. Pri 280 nm pa proteini. Pri 280 nm imamo 
vrh, ki je znak prisotnosti proteinov v vzorcu.  Prisoten je tudi vrh pri ~410 nm. Vrh se je 
pomaknil nekoliko v desno. Barva hema je manj intenzivna. Razmerje A 404/A280 ≥ 0.9 
dokazuje prisotnost hema v proteinu. 
Celice so bile  po centrifugiranju vidno obarvane rdeče. To je še en dokaz, da je v vzorcu 
res prisoten hem. Prav tako je bil tudi lizat nežno rožnato obarvan. 




4.5. IZRAŽANJE NA VEČJIH KOLIČINAH (»SCALE UP«) 
Ko smo ugotovili, katero gojišče (gojišče A) je najbolj optimalno in kateri pogoji so 
ustrezni, smo izražanje izvedli še na večjih količinah, da bi izrazili čim večjo količino 
našega proteina. 
OD 600 po 24 urah stresanja je bil komaj 1,3, skupna masa bakterijskih celic po indukciji 
je bila vsega 1,38 g/L kulture. Razlika od ostalih poizkusov je bila, da smo celice lizirali v 
prisotnosti TCEP. Lizat je bil nežno rožnat. 
TCEP smo dodali, saj kot reducent preprečuje oksidacijo železovih ionov v hemu.  
 Izvedli smo IMAC, vendar proteina v eluatu nismo zaznali. Domnevamo, da se 
rekombinantni protein ni izrazil, ker celice v kulturi niso dosegle kritične gostote. 
Posledično niso porabile glukoze v gojišču, kar je kljub dodatku induktorja IPTG zaviralo 
izražanje.  
 
4.6. TESTNO IZRAŽANJE V GOJIŠČU B 
Ker pri »scale up« izražanju v gojišču A rezultati niso bili skladni s pričakovanji, smo 
poizkusili izražati še v gojišču B. 
 Testno izražanje smo ponovili v 100 mL. Uporabili smo gojišče B. V gojišče B smo 
v primerjavi z gojiščem A dodali: 
 1 mM MgSO4  
 0,3 mM CaCl2. 
 1 µg/mL biotina 
 1 µg/mL tiamina 
 
OD600 po 27 h indukcije pri 20 ºC je znašal 5,58 (po 22,5 h že 4,16, po 25 h pa 5,40). 
Dosežena masa celic je bila 0,58 g celic (oz. 5,8 g/L), kar je približno 5× več celic, kot smo 
jih imeli v prejšnjem poskusu. Celice so bile tudi tokrat obarvane rdeče. Ponovili smo 
IMAC (slika 20). Elucija je bila stopenjska z imidazolom. IMAC smo naredili dvakrat. Na 
sliki 20 je prikazan le en reprezentativen rezultat. Na SDS-page gel smo nanesli vzorce po 





Slika 20:Ponovili smo IMAC (~3 mL lizata). 
 
Slika 16: SDS page analiza obeh IMAC analiz po izražanju v gojišču B. 
 
M – marker; NF – netopna frakcija proteinov lizata; TF – topna frakcija proteinov lizata; 
ST – standard IDO1(iz prve izolacije); FT ; A3I-A4II – eluirane frakcije (glej 
kromatograma); konc. – 10x skoncentrirane (z ultrafiltracijo) združene eluirane frakcije 
A3I-A4II. 
Spiranje iz kolone IMAC je bilo neučinkovito. Vzorci niso čisti, saj je vidno več lis pri 
vseh na SDS-page gel nanešenih vzorcih (A3I, A4I, A3II, A4II). Uporabili smo prenizke 
koncentracije imidazola (vsega 25 mM). Večina rekombinantnega proteina je v netopni 
obliki, kar nakazuje premočno indukcijo.  
 
4.7. TESTNO IZRAŽANJE V GOJIŠČU TB Z DODATKOM RAZLIČNIH KONCENTRACIJ 
GLUKOZE 
Ker smo želeli omogočiti hitro rast celic, ki bi porabile vso glukozo, smo poskusili še z 
bogatim gojiščem TB, ki smo mu dodali 0, 0.1 in 0.5, 0.75, 1.0 in 1.5 % glukoze ter 1× 
minerale v sledovih. Izražali smo 24 h pri 20 ºC. Da smo lahko primerjali rezultate IMAC, 
smo celice suspendirali v volumnu pufra, sorazmernem z gostoto celic v kulturi, in jih nato 
sonicirali. Potem smo IDO1 izolirali iz po ene petine lizatov. 
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Zamrznjene usedline celic smo suspendirali v desetkratnem volumnu pufra IMAC A z 0.1 
mM TCEP ter 1:300 zaviralcev proteaz. 20 % supernatantov smo naneseli na IMAC-
kolono. 
 
Tabela 5: merjenje OD600 v vzorcih z različnimi koncentracijami glukoze. 
 koncentracija glukoze 
0 % 0,1 % 0,5 % 0,75 % 1 % 1,5 % 
OD600 12,4 12,9 15,0 22,0 23,0 20,0 
 
Viden je velik proskok v vrednostih OD600 med 0,5 in 0,75 % glukoze. Z višanjem 
koncentracije glukoze torej po pričakovanjih pride do večje gostote celic. Vendar pa se rast 
začne nato ustavljati. Naredili smo še SDS-PAGE, da bi videli, ali bodo lise potrdile 
rezultate spektrofotometričnih meritev (slika 17). Puščica prikazuje, da je res pri 0,75 % in 
1 % dodane glukoze nastalo največ proteina, saj je lisa na gelu najdebelejša.   
 
Slika 17: SDS page analiza po testnem izražanju v gojišču TB z dodatkom različnih koncentracij glukoze. 
 
V vseh vzorcih je prišlo do tvorbe IDO1. Odstopanje opazimo pri vzorcu z 0,75 % 
glukoze, kjer je encima nastalo največ. 
Po analizi SDS-PAGE smo izvedli kromatografijo IMAC, da bi izolirali in prečistili naš 
protein in potrdili dobljene rezultate analize SDS-PAGE (slika 18). 
Pri vseh vzorcih smo spirali stopenjsko z 10,  25, 32, 40 in 60 mM imidazola v pufru A. 




Slika 18: IMAC-kromatogrami vseh lizatov bakterij, katerih kulture smo gojili pri različnih koncentracijah glukoze. 
Želeli smo ugotoviti kakšna koncentracija glukoze je optimalna, da celice dosežejo ustrezno gostoto (koncentracijo). 
Glukoze ne sme bii preveč, da izražanje lahko steče. 
A: brez glukoze v indukcijskem gojišču. Višina elucijskega vrha:  ~900 mAU, A404 ~550 mAU. 
B: 0,1 % glukoze v indukcijskem gojišču. Višina elucijskega vrha:  ~1300 mAU, A404 ~1000 mAU.. 
C: 0,5 % glukoze v indukcijskem gojišču. Višina elucijskega vrha:  ~1300 mAU, A404 ~1000 mAU. 
D: 0,75 % glukoza v TB (pomotoma smo nanesli le del vzorca). Višini vrhov: A280 = 600mAU, A404 = 
300mAU. 




Z višanjem koncentracije glukoze v gojišču TB narašča višina elucijskega vrha, merjenega 
kot A280 in A404 (slika 19). Torej pri višji koncentraciji dodane glukoze je več 
rekombinantnega proteina in več zaznanega hema, vezanega na IDO1, v eluatu. Nad 1 % 
glukoze v gojišču se izražanje ustali oz. celo začne zmanjševati. Naredili smo tudi SDS-
page vzorcev pri vseh koncentracijah. Ena paralela je bila z reduciranimi (slika 20) druga 










Slika 20: SDS page analiza vseh vzorcev z različnimi koncentracijami glukoze po narejenem IMAC (vzorci so 
reducirani). 
Vzorci na gelu so izolati IDO1 po IMAC iz lizatov bakterij, gojenih v gojišču TB z naraščajočimi konc. glukoze (0-0,5 %). 
Vzorci so reducirani. Največ proteina je res nastalo pri 0,5% glukoze v vzorcu. Označevalec velikosti: M1 – 10 µL 
ProSieve Color Protein Markers (Lonza). 




Slika 21: SDS page analiza vseh vzorcev z različnimi koncentracijami glukoze po narejenem IMAC (vzorci niso 
reducirani). 
 
Vzorci na gelu so izolati IDO1 po IMAC iz lizatov bakterij, gojenih v gojišču TB z naraščajočimi konc. glukoze (0-0,5 %). 
Vzorci niso reducirani. Vidimo, da so lise razvlečene. Marker: M2 –  5 µL ProSieve Color Protein Markers (Lonza). 
 
Vzorci (slika 22) so očiščeni, vidimo da je naš protein prisoten. Vidne so še lise primesi. 
 
Slika 22:  SDS-page analiza po IMAC čiščenju. 
 
4.8. IMAC – ZDRUŽITEV LIZATOV         
Združili smo vse preostanke lizatov, ki smo jih v prejšnjem poizkusu zamrznili – kulture iz 





Slika 23: IMAC po združitvi lizatov. 
 
4.9. DIALIZA 
Eluirane frakcije F6, F7 in F8 (ter tiste, že zbrane v predhodnem poizkusu-rezultati 4.8.) 
smo združili in dializirali preko noči proti fosfatnemu pufru s soljo (PBS). 
 
4.10. KONCENTRIRANJE DIALIZATA IN DOLOČITEV KONCENTRACIJE ENCIMA 
Dializat smo koncentrirali z ultrafiltracijo (Amicon, MWCO 10k) 
A2800.1% = 1.0562. To je ocenjena absorbanca  (pri 280 nm) 0,1-% raztopine rhIDO1 s 
programom Protein Calculator [49]. 
Spektrofotometrično (slika 24) smo ocenili koncentracijo: 6.6 mg/mL (1.65 mg v 0.25 mL) 
A404/A280 = 0.837. Razmerje A 404/A280 ≥ 2 nakazuje visoko prisotnost hema v proteinu. 
 
Slika 24: Določitev koncentracije z nanodrop spektrofotometrom. Vidimo, da je vrh A404 ponovno pomaknjen nekoliko v 
desno. Razmerje A404/A280 je nizko 
 




Koncentrirane vzorce smo analizirali z SDS-page (slika 25). 
 
Slika 25: Vzorce smo analizirali še s SDS-page. 
V vseh eluatih je prisoten naš protein, ki pa še ni popolnoma čist. FT , D2, E10, E11, F6, 
F7, F8, A2, B2 – vzorci po dializi in koncentriranju z ultrafiltracijo nanešeni na gel, M-
marker. 
 
4.11.  TESTNO IZRAŽANJE NA VEČJIH KOLIČINAH Z 0,75% GLUKOZE (»SCALE-UP«) 
Naredili smo »scale up. Inducirali smo 25 h pri 20 ºC. OD600 je bil 22, kar je v skladu s 
pričakovanim. Skupna masa celic je bila 19.63 g. 
 
Slika 26: Celice med spiranjem s PBS in celična usedlina po centrifugiranju. 
 
1,1 g alikvot (~5.6 %) celic suspendirali (K-fosfat(pH 7.1),KCl, imidazol, TCEP in  
inhibitorji proteaz) ter vzorec lizirali s soniciranjem. Vzorec smo čistili z IMAC (slika 28). 
Po IMAC smo naredili SDS-page analizo (slika 29). 




Slika 27: Kolona IMAC z vezanim proteinom IDO1. 
 
 
Slika 28: Elucijo smo izvajali stopenjsko s povečevanjem deleža pufra B v pufru A.  Označene so koncentracije imidazola 
v posameznih korakih stopenjskega spiranja oz. elucije. 
 
Slika 29: : SDS-page analiza vzorcev po IMAC analizi (0,75% glukoze pri »scale up« izražanju). 
 
Lise so nekoliko razvlečene, saj je proteina veliko. Nečistot je razmeroma malo. Vzorce 
smo dializirali preko noči proti pufru za dializo (50 mM K-fosfat (pH 7.1), 300 mM KCl, 5 





4.12. DOLOČITEV KONCENTRACIJE SPEKTROFOTOMETRIČNO IN PO BRADFORDU 
Izvedli smo UV-Vis spektrofotometrijo (slika 30). 
 
Slika 30: Nanodrop (0,75% glukoze pri »scale up« izražanju).  
 
Pri 280 nm (A2800.1% = 1.0562) je vrh zelo visok. Prav tako je pri cca. 410 nm viden visok 
vrh, ki pa je spet pomaknjen v desno, vendar manj kot v predhodnih analizah. To je 
verjetno znak oksidacije Fe2+ v hemu, ki posledično oddisociira z encima. 
Koncentracijo smo ocenili tudi po Bradfordu. 
 
Tabela 6: Rezultati Nanodrop in Bradford analize. 
 Nanodrop:   Bradford: 
Ocenjena koncentracija: 3.17 mg/mL Ocenjena koncentracija:  2.8 mg/mL 
(11.8 mg v 4.2 mL) 
ocenjen izplen: 14.6 mg (130 mg/L kulture)  izplen: 105 mg/L kulture 
A404/A280 = 0.594  Razmerje je zelo nizko.  
Zaradi pomika krivulje v desno sklepamo, da IDO1 
ni pravilno zvit. 
 
Oboje nam da slutiti, da IDO1 ni (v celoti) pravilno zvit. Zato smo v nadaljevanju protein 
skušali prečistiti še s SEC (da bi detektirali in odstranili eventuelne agregate) in IEX (da bi 




4.13. KROMATOGRAFIJA SEC   
Protein, izoliran z IMAC smo analizirali z gelsko filtracijo (SEC) (slika 31), da bi 
ugotovili, ali so v vzorcu prisotni dimeri oz. oligomeri rhIDO1, povezani z disulfidnimi 
vezmi. Tako smo pred analizo označenih eluiranih frakcij s SDS PAGE (slika 32) delu 
vzorcev dodali DTT, drugemu pa ne. 
kolona 16/60 S200 
pufer: 50 mM K-fosfat (pH 7.1), 300 mM KCl, 5 % glicerol 
        
 
Slika 31: Kromatografija SEC (»scale up,0,75% glukoze). 
 
Manjša je molekula, dlje časa se bo spojina zadrževala na koloni. Prvi vrh je znak 
oligomerov – agregatov IDO1. 
 
Slika 32: SDS-page po SEC.  
 
Prisotnost višjemolekularnih struktur, zlasti v odsotnosti DTT, nakazuje na agregate IDO1, 
povezane z disulfidnimi vezmi. 
Odločili smo se, da v vse vzorce dodamo DTT (v pufre), da preprečimo tvorbo  




4.14. IMAC Z DODATKOM 2 mM DTT V PUFER A IN PUFER B  
Ponovili smo izolacijo rhIDO1 iz lizata s kromatografijo IMAC, tokrat z dodatkom 2 mM 
DTT (slika 33), ki je reducent, v oba pufra (A in B). Reducira disulfidne vezi, ki lahko 
nastanejo med molekulami proteinov. V nizkih koncentracijah proteine stabilizira. Na 
IMAC smo nanesli lizat (topni del), pripravljen iz 1.13 g celic; 11.3 mL z 0.1 mM TCEP, 
1:300 inhibitorjev proteaz. 
 
Slika 33: IMAC kromatografija z dodatkom 2mM DTT. Želeli smo ostraniti agregate proteina IDO1. Izolirati želimo 
samo monomer IDO1. Ponoven nastanek agregatov smo preprečili z dodatkom reducenta DTT. 
 
V pufer A in B smo dodali DTT, da bi se izognili tvorbi agregatov. 
 
4.15. SEC Z DODATKOM 2mM DTT in 1mM EDTA v PUFER ZA SEC 
Ponovili smo tudi SEC. Dodali smo 2mM DTT in 1mM EDTA. DTT smo dodali kot 
reducent, saj prepreči tvorbo kovalentnih dimerov/oligomerov, EDTA pa smo dodali za 
ohranitev stabilnosti izpostavljenih sulfhidrilnih funkcionalnih skupin. Na kolono smo 
nanesli združene eluati IMAC A12-B2 (slika 34). 
 
Slika 34: SEC po dodatku 2mM DTT in 1mM EDTA. 
 




Slika 35: SDS page po SEC (z dodatkom 2mM DTT). Iz slike vidimo, da agregati niso več prisotni, lise ustrezajo velikosti 
monomera IDO1. 
 
TF – topna frakcija; FT, M-marker, A14, B5,V7, B9, B11, B13, B15 – vzorci po SEC 
nanešeni na gel. Vsak vzorec smo nanesli v dveh paralelah. Eni smo dodali DTT kot 
reducent (+), drugi pa ne (-). 
 
4.16. DOLOČITEV KONCENTRACIJE MONOMERA rhIDO1 SPEKTROFOTOMETRIČNO 
IN PO BRADFORDU 
Spektrofotometrično smo določili koncentracijo monomera rhIDO1 (slika 36). 
 
Slika 36: Spektrofotometrična določitev koncentracije monomera IDO1. 
 
Iz absorbanc je vidno, da je v vseh vzorcih prisoten protein. Prav tako vsi vzorci vsebujejo 
hem. Absorbcijski maksimum hema je pri 404 nm. Pri 416 nm pa imamo oksidiran analog 
hema. In ne pri 404 nm. Pomik absorbcijskega maksimuma v desno verjetno nakazuje 
pojav oksidacije Fe2+ v Fe3+ obliko. Razlog je lahko premalo dodanega reducenta, ki bi 
vzdrževal železo hema v ferro obliki.  
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Frakcije po SEC smo združili. Koncentracijo smo ocenjenili z metodo po Bradfordu 
(standard BSA). 
B9-B14: 1,289 mg/mL (tj. 7,7 mg) 
B5-B8 + B15-C3: 0,414 mg/mL (tj. 3,3 mg) 
 
4.17. DIALIZA2 IN SPEKTROFOTOMETRIČNA DOLOČITEV KONCENTRACIJ 
Po dializi smo ponovno določili koncentracijo encima IDO1. (slika 37). Koncentracija je 
bila 0.97 mg/mL oz. 0,485mg/0,5L, kar je ustrezno. 
 
Slika 37: Spektrofotomaterična določitev koncentracij po dializi (c(IDO1) = 0.97 mg/mL, V = 0.5 mL). 
 
4.18. CEPITEV S TROMBINOM 
Cepitev s trombinom se je izkazala za neuspešno. Po rekaciji cepitve smo dali vzorec na 
IMAC. Ker se je naš protein vezal na kolono, pomeni, da je histidinski repek še prisoten in 
ga nismo cepili s trombin safarazo. 
Ker smo s trombinom poskusili protein cepiti 2x vendar zaman, smo sklepali, da je bil 
trombin neaktiven. 
Izvedli smo IMAC (slika 38). rhIDO1 z odcepljenim heksahistidinskim repkom se naj ne 
bi vezal na kolono. 
 
Slika 38: IMAC po cepitvi s trombin safarazo. 
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Naš protein se je vezal na kolono. Prvi vrh je domnevno znak prisotnosti agregatov. Po 
IMAC ločevanju smo dali vzorce še na SDS-page (slika 39). Vzorce A, B in C smo 
precipitirali s TCA, saj smo delali z razmeroma nizkimi koncentracijami proteina.  Protein 
smo oborili in ga pred nadaljnjo analizo  raztopili v manjšem volumnu. 
 
 
Slika 39: SDS-PAGE po cepitvi s trombinom in IMAC ločevanju. Na SDS-page gel smo nanesli M-označevalec velikosti 
(»marker«), st-standard IDO1 (iz prve izolacije), A=A2+A3 iz IMAC, B=A4+A5 iz IMAC in C=A11+A12 iz IMAC. 
 
A je prišel skozi kolono brez vezave, B mu je sledil-najverjetneje so to agregati, C se je 
vezal na kolono in se sprostil šele z elucijo. Rezultati se skladajo z razlikami v velikosti 
analiziranih proteinov. 
Izolirali smo IDO1 iz 5.8 g celic, uporabili smo 20-mL kolono IMAC in pufer z 1 mM 
DTT (slika 40).       
 





Slika 41: FT po IMAC ni rdeče obarvan. 
  
Na SDS page analizo smo dali vzorce po prejšnji IMAC kromatografiji. Vzorec je precej 
čist, vidne pa so lise, verjetno prisotni dimeri, trimeri…(slika 42). 
 
Slika 42: SDS-page po IMAC. 
    
Na sliki 56 v vzorcu B15  vidimo lise, ki bi lahko nakazovale prisotnost oligomerov. Naš 
protein je precej čist, velik je 46,9 kDa. 
IMAC-frakcije A12-C4 (sliki 46 in 47) smo združili in skoncentrirali z ultrafiltracijo 
(Amicon 4 mL, 10000 MWCO) približno 7× (iz 23 mL na 3.3 mL).  
Naredili smo še SEC kromatografijo (slika 43). 





Slika 43: SEC analiza. 
 
Eluirane frakcije A3-B9 (slika 48) smo združili in koncentrirali 2.2× (do 10 mL) ter jih 
zamrznili na 80 ºC. Izvedli smo analizo s SDS-PAGE (slika 44). 
 
 
Slika 44: SDS-page gelska elektroforeza. Nanesli smo vzorce po SEC kromatografij, A2,A4,A6, A8, A13, B3, B5, B7, B9 
ter marker (označevalec velikosti). Na gelu ni več lis oligomerov. 
 
 Višjemolekularnih struktur ni več vidnih. Vidimo liso pri 47 kDa, ki je znak za monomer. 
Protein je dobro očiščen. Naredili smo še končno čiščenje z IEX kromatografijo in naredili 
biokemijsko testiranje na katedri za Farmacevtsko kemijo. 
 
4.19. IEX   
Izvedli smo še končno čiščenje z ionsko-izmenjevalno kromatografijo (slika 45, 46).  
IDO1 po SEC smo odmrznili ter frakcije združili in koncentrirali z ultrafiltracijo. Sočasno 
smo zamenjali pufer. 5 mg IDO1 v 5 mL pufra za IEX smo nanesli na IEX-kolono Mono S 
(kationski izmenjevalec) in eluirali z gradientom NaCl (pretok 2 mL/min, 0-50 % pufra za 











Slika 46: rezultati druge IEX analize. Ti so podovni kot rezultati prve. Naš protein se je izločil v eluatu A14-B1. Vrh je 
enak kot pri prvi kromatografiji IEX. 
 
Rezultati obeh  potekov IEX so identični.  Našega proteina je veliko, primesi, kot so 
nepravilno zviti IDO1, IDO1 brez hema in ostalih proteinov je malo. 
je malo. Eluate, kjer je bil prisoten naše protein po IEX smo združili. 
 
Eluate IEX A15-B2 (slika 45) in A14-B1 (slika 46) smo združili in koncentrirali do ~800 µL 
z ultrafiltracijo (Amicon 4, 10000 MWCO) (slika 47). 
 
 




Vrh za proteine je prisoteh pri 275nm za hem pa pri 410. Ta je ponovno pomaknjen v 
desno. 
Ocena koncentracije rhIDO1 z metodo po Bradfordu: ~4,5 mg/mL (priloga 2), kar ustreza 
~3,6 mg prečiščenega proteina IDO1 (Priloga 4). 
 
4.20. PREVERJANJE AKTIVNOSTI IDO1 
Aktivnost rekombinantnega encima IDO1 smo analizirali s fluorometričnim encimskim 
testomPri tej metodi pride do razgradnje L-Trp do N-formilkinurenina, ki se nadalje 
razhgradi do fluorescenčnega produkta. Inteziteta fluorescence je tako sorazmerna z 
aktivnostjo encima IDO1 [46]. 
Dodali smo natrijev askorbat in metilensko modrilo, da je encim ostal aktiven. Pufru smo 
dodali Tween 20, da smo preprilili  agregacijoDMSO smo dodali, da smo prepreči slabo 
topnost in obarjanje testnih zaviralcev encima IDO1. 
Preverilli smo aktivnost preverili aktivnost rekombinantnega encima rhIDO1 z 
biokemijskim testiranjem (slika 48). Izvajali smo v dveh paralelah (ena je bila slepa). 
 
 
Slika 48: Biokemijsko testiranje aktivnosti IDO1. 
 
Primerjali smo aktivnost rekombinantnega encima IDO1 z na trgu dostopnim encimom 
IDO1 koncentracije 5 nM.  
Rekombinantni encim smo analizirali pri koncentracijah 2.5, 5, 10, 15, 20 in 35 nM. 
Aktivnost našega proteina je približno za polovico nižja kot aktivnost na trgu dostopnega. 
To lahko pripišemo neustreznemu zvitju proteina ali pa oksidaciji železovih ionov v hemu, 


















rhIDO1 FFA rhIDO1 boughtk pljen
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5.  SKLEP 
Sodobne metode tehnologije rekombinatne DNA vključno z izražanjem rekombinantnih 
proteinov pomenijo velik napredek v raziskovanju fizioloških, pato-fizioloških in 
farmakoloških mehanizmov. Tako si s pomočjo izražanja rekombinantnih proteinov v 
različnih ekspresijskih sistemih pomagamo priti do osnovnih proteinskih tarč za nadaljnje 
raziskave in testiranja. V okviru pričujoče magistrske naloge smo izrazili rekombinantni 
encim IDO1, ga okarakterizirali in pripravili za nadaljnje testiranje nizkomolekularnih 
zaviralcev tega encima.  
Ni veliko člankov, ki bi že opisovali, kako izraziti encim rhIDO1, kakšni so pogoji, 
reagenti in gojišče. Tako smo morali enako zaporedje poizkusov ponoviti večkrat, da smo 
ugotovili, pri kateri temperaturi in v kolikšnem času je najboljša rast celic. Nadalje smo 
ugotavljali, katero gojišče s kakšno koncentracijo glukoze je najprimernejše za nastanek 
večje količine IDO1. Ugotovili smo, da je najugodneje dodati 0,75 % glukoze v gojišče B. 
Tako je rast in razvoj celic ustrezna za razvoj večje količine encima IDO1. S SDS-page 
analizo smo ugotovili, da nastajajo kovalentni agregati encima-dimeri. Ugotovitev smo 
potrdili z IMAC.  Dodali smo reducent DTT, da je ostal naš encim stabilen med čiščenjem 
vzorca in da ni prišlo do agregacije. 
Uspeli smo izraziti rhIDO1, ki je bil, kljub temu da ni bil popolnoma očiščen, aktiven. 
Ugotovitev, da lahko rhIDO1 že s takšno aktivnostjo uporabljamo za nadaljnjo vrednotenje 
zaviralcev encima IDO1, je spodbudna. Optimizacija postopka bo tako lažja in hitrejša.  Z 
veliko večjimi koncentraciji in hkrati z nižjimi stroški smo proizvedli ustrezno aktiven 
encim, na katerem bodo lahko testirali nove morebitne zaviralce, ki bi jih  lahko nekoč 
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CCATGG – zaporedje,ki ga prepozna encim NcoI 
 
CTCGAG – zaporedje, ki ga prepozna encim XhoI 
 
CTGGTCCCGCGTGGATCC – koda za cepitveno mesto trombina (LVPRGS) 
 












Tabela A: Absorbance standardov BSA za konstrukcijo umeritvene premice. 
BSA 
[µg/mL] A1595 A2595 A3595 Apovp595 
odšteta 
slepa 
0 0,3155 0,3085 0,3019 0,3086 0,0000 
50 0,3768 0,3554 0,3597 0,3640 0,0553 
100 0,4241 0,4145 0,4110 0,4165 0,1079 
250 0,5561 0,5487 0,5280 0,5443 0,2356 
400 0,6712 0,6616 0,6259 0,6529 0,3443 
600 0,8074 0,7783 0,7542 0,7800 0,4713 































Tabela B: Absorbance 20× in 40× redčene raztopine IDO1 po čiščenju s kationsko izmenjevalno kromatografijo ter 
izračun koncentracij na osnovi umeritvene premice standarda BSA. 
redčitev 












20× 0,4934 0,5179 0,5026 0,5046 0,1960 226 4515 
4475 
40× 0,4144 0,4177 0,4147 0,4156 0,1070 111 4435 
 
 
